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Fundamentacio: O estimulo mecénico é o principal fator responsavel pela

indugdo de crescimento celular hipertréfico em midcitos cardiacos em condigdes de
sobrecarga hemodinidmica. Dados experimentais disponiveis indicam que este efeito do
estiramento mecdnico se faz através da ativagdo de mecanismos que envolvem multiplas
vias de transducdo e sinaliza¢do celular, que, por sua vez, regulam a expressdo de um
conjunto complexo de genes responsdveis pelas alteragSes fenotipicas dos midcitos
cardiacos. Evidéncias mais recentes indicam que o estimulo mecanico é percebido e
traduzido em sinais bioquimicos através de sitios especializados constituidos por proteinas
transmembrana conhecidas como integrinas que conectam a matriz extracelular a rede do
citoesqueleto. Em mi6citos cardiacos, existem estruturas semelhantes, que conectam a linha
Z do sarcomero a matriz extracelular através de integrinas. Esta estrutura estabelece ligagdo
através da qual o estimulo mecanico pode ser transferido da matriz extracelular para as

organelas, sarcobmero e nicleo do midcito cardiaco.

Além disso, varias moléculas de sinalizacdo sdo imobilizadas e tém suas
fun¢des dependentes da ancoragem ao citoesqueleto, estabelecendo a base fisica para a
transducdo mecano-bioquimica. Dentre as varias moléculas de sinalizagdo envolvidas na
sinalizagio celular mediada pelas integrinas, a quinase de adesdo focal tem sido das mais
estudadas, porque evidéncias experimentais indicaram que esta enzima tem funcdo central
nos efeitos celulares resultantes da ativacdo de integrinas. A ativag@o da Fak por estimulos
mecanicos foi demonstrada em midcitos cardiacos em cultura e em miocardio de coragdes
intactos de gatos e ratos. Em estudos anteriores demonstramos que o estimulo mecanico
ativa precocemente a Fak, bem como um complexo de sinalizagio associado a esta enzima.
A relagio estreita entre a carga mecanica e a associagdo Fak/Src, Fak/PI-3 Kinase/ Grb2 e a
ativacfo simultnea da Erk1/2 indicaram que este complexo pode contribuir para a resposta

miocardica a sobrecarga mecanica.

Objetivo: O presente estudo foi planejado para avaliar a influéncia do estimulo
mecanico na ativagdo da Fak em coragdes isolados. Além disso, a ativagdo da Erk1/2, um
efetor da Fak foi estudada com anticorpos fosfo-especificos para Erk1/2. A importincia
relativa da tensdo passiva/ estiramento e atividade contrétil na ativagdo da Fak e Erk1/2

pelo estimulo mecanico foi avaliada em coragdes paralizados com solugdo cardioplégica

Resumo
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em coragdes perfundidos com diferentes concentragdes de calcio, respectivamente.
Além disso, as localiza¢Ges da Fak e Erk1/2 nos midcitos cardiacos foram confirmadas pela

analise por imunohistoquimica de cortes histologicos do miocérdio.

Resultados: Aumentos na pressdo diastélica de ~ 0 até 15 mmHg aumentou
rapidamente a fosforilagdo em tirosina da Fak (2,3 vezes), associacdo Fak/c-Src (2,8 vezes)
e Fak/Grb2 (3,6 vezes). Estes resultados foram acompanhados por ativagio da Erkl1/2
(2.8 vezes) e aumentam a associagdo Fak/Erk1/2. Tanto a Fak como a Erk1/2 foram
detectadas no sarcoplasma dos midcitos cardiacos, mas a Erk1/2 foi também encontrada
nos nucleos de miécitos cardiacos. Estiramento do ventriculo esquerdo provocado por
aumento da pressdo da cavidade em coragSes perfundidos com solugdo cardioplégica
provocaram ativa¢do da Fak e Erk1/2 de maneira similar aquelas observadas em coragdes
com batimento espontdneo. Contudo, aumentos na atividade contratil induzida por calcio
ndo foram acompanhados de ativagdo da Fak ou Erk1/2 no miocardio. De maneira geral,
estes achados demonstraram que o estiramento mecédnico e ndo a atividade contratil é

responsavel pela ativagdo da Fak e da Erk1/2 durante sobrecargas mecénicas.

Conclusdes: Nossos resultados acrescentaram informagdo sobre a ativacio da
Fak pelo estimulo mecanico. A demonstragdo de que o estiramento ou tensio passiva e ndo
aumentos na atividade contratil ativaram a Fak e seu efetor Erk1/2 é compativel com a
hipétese de que a ativagdo da Fak pelo estimulo mecénico pode estar ligada a ativagdo do

complexo integrina/citoesqueleto.
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1. INTRODUCAO




O coragdo adapta-se a condigdes de sobrecargas hemodinidmicas agudas e
cronicas através de ajustes funcionais e estruturais. Situagdes de sobrecarga aguda s@o
compensadas através da ativagdo do mecanismo de Frank-Starling e/ou através do
recrutamento de mecanismos neuro-humorais que resultam em aumento da contratilidade.
Apesar de eficientes em curto-prazo, estes mecanismos sdo limitados quando as
sobrecargas sdo prolongadas, seja por sua adaptagdo, seja pelo fato de serem deletérios a
funcdo contrétil do miocardio quando sustentados, como € o caso dos ajustes inotropicos
mediados por mecanismos neuro-humorais. Desta forma, em situagdes de sobrecarga
hemodindmica prolongada, os ajustes funcionais ddo lugar a ajustes estruturais que
implicam em aumento da massa miocéardica que assume, nesta condi¢do, papel fundamental

para a normalizagio da fun¢do cardiaca. -

O aumento de massa miocardica, decorrente de sobrecarga hemodinamica €
observado em quase todas as doengas que acomentem O coragdo primaria ou
secundariamente. Como mecanismo adaptativo, segue a Lei de Laplace, na qual, a tensdo
ou carga no miocardio é proporcional a relagdo PXR/2e (P=pressdo intracavitaria, R=raio
cavitario, e= espessura da parede) (COOPER. 1987; OPEIE, 1992). Assim, em situagdes de
sobrecarga causada por aumento de pressdo ou, por aumento do raio da cavidade, como nas
sobrecargas volumétricas ou infarto do miocardio, o aumento na tensdo pode ser

compensado por aumento na espessura relativa ou absoluta da parede ventricular.

Do ponto de vista histo-morfologico, em coragdes hipertroficos sdo encontrados
fundamentalmente aumentos nas dimensdes dos cardiomi6citos, sem alteragdo significativa
em seu nimero, por serem os mesmos células terminalmente diferenciadas (BUGAISKY
et al, 1992; CARO et al., 1978). No entanto, com frequéncia variavel, dependendo do
tempo de evolugdo, intensidade do disturbio hemodindmico e tipo de doenga primaria, sao
também encontradas degeneragdo dos cardiomicitos e proliferagdo do estroma conjuntivo
miocardico (CARO et al., 1978). Sugere-se que, estas alteragdes, sdo responsaveis pela
maior morbidade e mortalidade dos portadores de hipertrofia cardiaca (GUNTHER &
GROSSMAN, 1979).

Introducdo
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Independente da causa, a hipertrofia dos cardiomidcitos acompanha-se de
reprogramacio complexa de genes, incluindo-se aspectos quantitativos como o aumento de
unidades sarcoméricas e enzimas mitocondriais € qualitativos, como a re-expressao de
genes fetais, dentre os quais, genes que modificam a composi¢do e regulagdo da unidade
motora, genes que modificam o metabolismo energético € genes que codificam
componentes de vias hormonais (e.g. fator natriurético atrial e enzima conversora da

angiostensina) (VANDERBURGH, 1992; MORGAN & BAKER, 1991).

Alguns dos aspectos fundamentais sobre o crescimento hipertréfico dos
cardiomiécitos e hipertrofia cardiaca ainda pouco conhecidos sdo os mecanismos pelos
quais as sobrecargas hemodinamicas ativam eventos bioquimicos nos cardiomigcitos, bem
como as vias de sinaliza¢do celular envolvidas na regulagdo da expressdo génica durante o

desenvolvimento de hipertrofia dos cardiomiécitos.

NATUREZA DO ESTIMULO

Existem evidéncias clinicas e experimentais que relacionam quantitativamente a
sobrecarga hemodindmica crénica com o grau de hipertrofia (GROSSMAN, JONES,
McLAURIN, 1975; SIMPSON et al., 1989). O estimulo mecénico pode ser suficiente para
produzir todas as caracteristicas do fenétipo de hipertrofia. No entanto, fatores de natureza
neural, autocrina/paracrina, hormonal e genética podem contribuir para o desenvolvimento

da hipertrofia cardiaca.

Estimulo mecinico. Os efeitos mecanicos da sobrecarga hemodindmica se

fazem sentir no miocardio através de aumento de tensdes sistolica e diastdlica que se
refletem em aumento de tensdo e estiramento dos cardiomidcitos, fibroblastos e matriz
extracelular (GROSSMAN, JONES, McLAURIN, 1975; COOPER, 1997; FLORENZANO
& GLANTZ, 1993; NGUYEN, CHAGAS, GLANTZ, 1993; OMENS, 1998).
Estas variaveis mecdnicas podem ativar mecanismos de crescimento celular em
cardiomidcitos sobrecarregados. Por outro lado, aumento do trabalho cardiaco provocado
por sobrecarga também aumenta a demanda de energia que, por sua vez, pode governar o
crescimento celular (COREA, BENTIVOGLIO, VERDECCHIA, 1983). No entanto, a
existéncia deste mecanismo aguarda confirmag@o.

Introducdo
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A relagdo entre o estimulo mecanico e o crescimento hipertréfico do miocéardio
é indicada pela correlagdo entre a massa do ventriculo esquerdo e os niveis de pressdo em
valvulopatas e hipertensos (MORGAN & BAKER, 1991; SPANN et al., 1980). Em estudos
experimentais esta relagdo € ainda mais evidente. Dentre os estudos que indicaram a relagdo
entre estimulo mecénico e o crescimento hipertréfico dos miocardios merece destaque um
estudo realizado em gatos submetidos a bandagem da artéria pulmonar. Foram comparados
os efeitos da sobrecarga hemodindmica em musculos-papilares desinseridos da parede
ventricular direita em uma das extremidades com aqueles normalmente inseridos e,
portanto, sujeitos as forgas do miocardio ventricular direito. Os efeitos do simpitico foram
eliminados por desnervagdo do ventriculo direito ou por bloqueio duplo o e B-adrenérgico.
Constatou-se que a drea de secgdo transversal dos cardiomiécitos apresentou correlagdo
estreita com a carga mecanica no musculo papilar, efeito nio influenciado pela desnervagio
ou bloqueio simpatico farmacologico. Esses resultados indicaram que o crescimento
hipertréfico do miocardio depende das condigdes de carga local no misculo cardiaco e ndo
da carga global imposta ao cora¢do ou de fatores circulantes que pudessem afetar de

maneira indistinta os cardiomidcitos de todo o coragdo (OMENS, 1998).

Outras evidéncias de que o estimulo mecanico, na auséncia de fatores neurais
ou hormonais é o principal determinante das respostas hipertroficas do miocardio foram
obtidas em estudos que utilizaram coragGes isolados submetidos a aumentos na pressdo
intraventricular (MANN, KENT, COOPER (1989); XENOPHONTOS, GORDON,
MORGAN (1986), musculos papilares estirados in vitro (VON HARSDOREF et al..1989) e
midcitos isolados em cultura submetidos a estiramento (PETERSON & LESCH, 1972;
KOMURO et al., 1990). Nestas condi¢des, o estimulo mecédnico € suficiente para
determinar o fenétipo morfolégico e molecular de hipertrofia (SPANN et al, 1980;
SIMPSON, Mc GRATH, SAVION, 1982; IZUMO & SADOSHIMA, 1997; KOMURO
et al., 1996; YAMAZAKI et al.,, 1998; PENNICA et al., 1995). Portanto, as evidéncias
disponiveis permitem a conclusio de que o estimulo mecinico € suficiente para
desencadear o processo de hipertrofia e a reprogramacdo génica associada ao processo de

hipertrofia dos miécitos cardiacos.

Introdugdo
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Estimulo_simpitico: A contribuicdo do sistema nervoso simpatico para o

desenvolvimento de hipetrofia cardiaca continua motivo de controvérsia. O conceito de que
a atividade simpatica modula a hipertrofia miocardica foi estabelecido a partir de estudos
nos quais a administragdo de catecolaminas em doses subpressoras induziu ao aparecimento
de hipertrofia ventricular esquerda (KENT et at.,1985; ALDERMAN & HARRISON,
1970; LAKS, MORADY, SWAN,1973; KING et al., 1987). Deve-se salientar, no entanto,
que na maioria desses estudos, causas hemodinamicas outras que ndo a pressdo arterial ndo
foram completamente excluidas como determinantes do crescimento hipertréfico.
Fatores como contratilidade miocardica, frequéncia cardiaca, volemia e mesmo a pressao
arterial medida em longo-prazo foram alterados pela infusdo de catecolaminas ou ndo
foram monitoradas nos varios estudos. Alteragdes nestas variaveis poderiam justificar o
aparecimento de hipertrofia. Outras evidéncias para a participagdo do simpatico no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca s@o o paralelismo entre a atividade simpética e a
hipertrofia miocardica em algumas condigdes experimentais (PATEL et al, 1991;
OSTMAN, 1981) e clinicas (LINDPAINTER & SEM, 1985) e o efeito de regressdo da
hipertrofia provocado por intervengdes simpatoliticas (COREA et al.; 1983; SEM et al,,
1974). Da mesma forma, estas intervencdes afetam pardmetros hemodindmicos que
poderiam estar envolvidos no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, ndo permitindo
conclusdo sobre um efeito direto da atividade simpatica no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca. Devem ainda serem mencionados os estudos que demonstraram desenvolvimento
de hipertrofia em modelos onde o simpatico foi eliminado cirirgica ou farmacologicamente
(MANN, KENT, COOPER,1989).

Investigagdes conduzidas em cardiomi6citos de ratos neonatos sdo mais
consistentes em relacdo a inducdo de fenétipos caracteristicos de hipertrofia por
catecolaminas (PETERSON & LESCH, 1972). Estas células apresentam aumento da
sintese protéica, crescimento e expressdo de a-actina esquelética e B-MHC apés exposi¢do
ao isoproterenol ou norepinefrina (SIMPSON, 1985; HUNTER, GRACE, CHIEN, 1999;
FERNANDES et al.,1976, FINK et al., 2000). Esta resposta é dependente da estimulagdo
a-adrenérgica e mediada pelo subtipo o4 de receptor (SIMPSON & Mc GRATH, 1983).
No entanto, a relevancia de estudos em cardiomiécitos de animais neonatos € questionavel

em virtude de suas diferengas fenotipicas com as células de animais adultos. Em estudos
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que utilizaram cardiomiocitos obtidos de animais adultos (KNOWLTON et al., 1993;
FULLER et al., 1990; SCHLUTER & PIPER, 1992; DECKER et al., 1993) os resultados
sdo conflitantes. Em pelo menos um dos estudos realizados com este tipo celular ndo se
conseguiu demonstrar efeito de crescimento apés tratamento com agente o-adrenérgico

(MANN, KENT, COOPER; 1986).

Mais recentemente, o efeito da atividade simpdtica sobre o crescimento
hipertr6fico do miocardio foi explorado em modelos de camundongos trangé€nicos
(PINSON et al, 1993). Os resultados destes estudos também sdo conflitantes.
Camundongos que expressam uma forma constitutivamente ativa de receptor olg,
especificamente no coragdo, apresentam aumento da razdo do peso do coragdo pelo peso
corporal (~20%), aumento da area de secgdo transversal dos midcitos (~60%) e da
quantidade de mRNA do fator natriurético atrial. Nestes animais a pressdo arterial foi
semelhante & dos camundongos controle. Estes resultados indicam que a sinalizagdo
continua induzida pelo receptor alg pode induzir a hipertrofia ventricular esquerda
independente de qualquer fator hemodindmico. Esta situagdo, no entanto, também &
artificial, j4 que situagdes de hiperatividade adrenérgica se acompanham de
dessensibilizacio dos receptores adrenérgicos ¢ ndo de aumento de sua atividade.
Além disso, em modelo onde a forma natural do receptor aup (tipo selvagem) foi
super-expressa ndo ocorreu hipertrofia cardiaca, apesar de ter ocorrido aumento na
producio de mRNA do ANF (MILANO et al., 1994). Por outro lado, a expressdo de Glq,
o efetor imediato do receptor a.1-adrenérgico, resultou também em aumento do peso do
coragdo, drea do mibcito e expressdo de genes tipicos da resposta hipertréfica
(AKHTER et al., 1997). Estes efeitos somente foram observados em animais com niveis
bastante elevados de Gog. Nestes animais ocorreu simultaneamente, depressao marcante da
funcio miocérdica ou faléncia cardiaca. Esses resultados indicam que os efeitos observados
na massa miocardica, dimensdes dos midcitos cardiacos e re-expressdo de genes fetais
poderiam dever-se a sobrecarga hemodindmica imposta pela faléncia cardiaca induzida pela
ativagdo permanente de vias adrenérgicas intracelulares e nfo a um efeito hipertréfico

direto da mesma.
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Portanto, as evidéncias experimentais disponiveis ainda ndo permitem uma
conclusdo definitiva sobre a importancia do simpético no desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca por sobrecarga hemodindmica. Deve-se salientar que, apesar de ser duvidosa a
participacdo do simpatico no processo de hipertrofia, 0 mesmo nio pode ser dito quanto a

sua importancia no processo de deterioragdo da fungdo em coragdes hipertrofiados.

Ativacdo do sistema renina-angiotensina: O interesse pelo envolvimento do

sistema renina angiotensina no desenvolvimento da hipertrofia ventricular iniciou-se apds
estudos clinicos e experimentais que demonstraram que o tratamento com inibidores da
enzima conversora da angiotensina I (iECA) reduz o crescimento hipertréfico e o
remodelamento das camaras cardiacas em pacientes hipertensos e com cardiopatia
isquémica ou em modelos de animais hipertensos e com infarto do miocardio
(FOUAD — TARAZI et al., 1992). Apesar de este efeito poder ser dependente de reducdo
da carga hemodinimica imposta ao coragdo, a contribuigdo do sistema renina-angiotensina
para a hipertrofia ventricular também € apoiada pela constatagéo de que a angiotensina II
ativa o crescimento de cardiomiocitos e que no miocardio sdo expressos todos os elementos

do sistema, sendo possivel sua produgdo e regulag@o local (PFEFFER et al., 1995).

Experimentalmente, tratamento de ratos com coarcta¢do da aorta com inibidor
da enzima conversora ou bloqueador de receptor AT1 previniram ou causaram regressio da
hipertrofia ventricular esquerda (SUZUKI et al., 1993; BRUCKSCHLEGEL et al., 1995;
BAKER et al., 1992). No entanto, tratamento com hidralazina nos mesmos estudos tambeém
impediu o aparecimento de hipertrofia cardiaca, indicando que redugdo na carga
hemodinidmica e n3o um bloqueio especifico do sistema renina-angiotensina € 0
responsavel pelo fendmeno de regressdo ou impedimento do aparecimento da hipertrofia

neste modelo.

Por outro lado, os vérios elementos do sistema renina-angiotensina cardiaco sao
ativados durante condi¢des de sobrecarga hemodindmica (PFEFFER et al., 1995; KOJIMA
et al., 1994; SCHUNKERT et al., 1990; BAKER et al., 1992), o que poderia indicar sua
contribui¢do para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. As expressdes de mRNA de
angiotensinogénio, renina, ECA e receptor de angiotensina II estdo aumentadas em
modelos de sobrecarga pressora, bem como a quantidade de ECA, AT; e a porcentagem de
mibcitos contendo renina, angiotensina I e angiotensina II (SHIOJIMA et al., 1994).
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Em cardiomiocitos de ratos neonatos, o estiramento ciclico acelera a expressdo
de angiotensinogénio, renina e ECA (ZHANG et al., 1995; SHYU et al, 1995;
MALHOTRA, SADOSHIMA, IZUMO; 1994) e causa aumento de cerca de 100 vezes na
concentragdo de angiotensina II no meio de cultura (SADOSHIMA & IZUMO, 1993).
Assim, supde-se que o estiramento cause liberagdo pardcrina/autdcrina de angiotensina I
que, por sua vez, induziria o crescimento celular. Esta idéia ¢ fortalecida pelos resultados
de estudos que mostraram que o tratamento de cardiomi6citos de ratos neonatos com
inibidores do receptor AT, inibe o aparecimento dos marcadores de hipertrofia induzidos

pelo estiramento (SADOSHIMA & IZUMO, 1993; SADOSHIMA et al., 1993).

Estudos em camundongos geneticamente modificados ndo apresentaram, até o
momento, resultados que indiquem a participagdo do sistema renina—angiotensina no
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca por sobrecarga hemodinamica. Em camundongos
“knockout” para o receptor AT, da angiotensina II (YAMAZAKI et al., 1995), a bandagem
da aorta produziu hipertrofia ventricular esquerda semelhante aquela observada em animais
controle, indicando que estimulos provenientes da ativagdo dos receptores AT, ndo sdo
fundamentais para o desenvolvimento da hipertrofia por sobrecarga pressora em animais

intactos.

Fatores paricrinos/autécrinos: Outros fatores paracrinos/autdcrinos além do

sistema renina-angiotensina cardiaco so considerados importantes para o estabelecimento
da hipertrofia miocardica. O envolvimento de fatores como FGF2 (“fibroblast growth
factor”), IGF-I (“insulin growth factor-I”), TNF-a (“tumor necrosis factor”). interleucina
1B e endotelina tém sido estudados em coragdes intactos e em cardiomidcitos isolados
(HARADA et al., 1998; PARKER et al., 1990; BOGOYEVITCH et al., 1994; HARDER
et al. 1996; KAYE et al., 1996; HEFTI et al., 1997; TONITA et al., 1997). De maneira
geral, as evidéncias sobre a participacdo destes fatores no desenvolvimento da hipertrofia
cardiaca por sobrecarga hemodindmica sdo baseadas em demonstragdes de que 0s mesmos
sdo produzidos no miocardio em situagdes de sobrecarga e também que induzem a
expressdo de fenotipos estruturais e moleculares de hipertrofia quando administrados a
animais ou cardiomiécitos isolados. Aumentos do mRNA para o IGF-I ¢ TGF-B foram

observados em midcitos isolados de coragdes submetidos a sobrecarga pressora

Introdugdo
23



(SCELNOWITZ et al., 1998). Em mibcitos cardiacos de ratos adultos submetidos a
estimulo elétrico e a estimulo mecénico, o aparecimento de fenétipo de hipertrofia foi
acompanhado de aumento de FGF2 no meio de cultura (HARDER et al., 1996). A resposta
hipertrofica neste modelo foi bloqueada por anticorpo especifico contra FGF2.
Outras evidéncias indicando a contribui¢io do FGF para a hipertrofia cardiaca sio baseadas
nos efeitos da infusdo sistémica em animais e tratamento de cardiomi6citos em culturas
com FGF. A adigdo de FGF2 em culturas de cardiomiocitos de ratos neonatos altera o perfil
de expressio das proteinas contrateis para o padrio de expressdo de genes fetais
(HARADA et al., 1998). No entanto, a administragdo cronica de FGF2 em ratos com
infarto do miocardio ndo se correlacionou com o desenvolvimento de hipertrofia
(SCHEINOWITZ et al., 1998; CORDA et al., 1997). Portanto, apesar de ser possivel a
participagio destes fatores paracrinos no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca, sua

contribui¢do permanece indefinida.

Fatores genéticos: Além dos fatores extrinsecos representados pela carga

hemodindmica e a¢do de fatores neuro-enddcrinos e paracrinos/autécrinos, considera-se que
fatores genéticos podem contribuir para o desenvolvimento da hipertrofia cardiaca.
A natureza desta contribui¢do € ainda pouco conhecida. Em pelo menos uma condi¢do, a
cardiomiopatia hipertrofica familiar, onde a hipertrofia cardiaca € a doenca em si, a heranga
é autossdmica dominante e em anos recentes, demonstrou-se que mutagdes em Varios genes
codificadores de proteinas sarcoméricas sdo responsaveis pela doenga (SCHEINOWITZ
et al, 1998). O mecanismo pelo qual as mutagdes em proteinas sarcoméricas causa a
hipertrofia nfo estd esclarecido. No entanto, poderia dever-se a um efeito dominante
negativo, i.e. as proteinas mutadas poderiam se comportar como peptideos bloqueadores
interferindo com a funcdo das outras proteinas sarcoméricas ou produzindo um desbalango
estequiométrico das proteinas sarcoméricas devido a faléncia do sarcomero de incorporar

regularmente as proteinas mutadas (haploinsuficiéncia) ( NICOL, FREY, OLSON (2000).

Estudos em humanos sugerem que. em individuos hipertensos, a hipertrofia
cardiaca seja, em parte, determinada por fatores genéticos (THIERFELDER et al., 1994;
POST et al., 1997). Por exemplo, filhos normotensos de pais hipertensos t€ém massa
ventricular esquerda maior que filhos de pais normotensos (VERHAAREN et al,, 1991).
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Resultados de estudos em gémeos reforcam a influéncia da hereditariedade na massa
ventricular esquerda (POST et al., 1997). Da mesma forma, a hipertrofia cardiaca € mais
importante em negros que em brancos hipertensos, o que pode refletir influéncias genéticas
(RAVOGLI et al., 1990). Em pelo menos um estudo experimental demonstrou-se que a
hipertrofia, em decorréncia de bandagem da aorta, depende da massa do ventriculo
esquerdo anterior & sobrecarga (DUNN et al., 1983). Cdes com indice de massa ventricular
esquerda maior apresentaram maior hipertrofia ¢ melhor adapta¢@o a sobrecarga pressora

que cdes com menor indice de massa ventricular esquerda.

Virios estudos de ligagdo indicaram a existéncia de influéncia de alguns Joci na
massa ventricular esquerda de ratos, dependentes e independentes do nivel da presséo
arterial (KOIDE et al., 1997; CLARK et al., 1996; HAMET et al., 1996; HARRIS et al.,
1995; INNES et al., 1998; PRAVENEC et al., 1995). Em nenhum dos casos os genes

ligados ao fenétipo hipertrofia foram identificados.

MECANISMOS DE MECANOTRANSDUCAO EM MIOCITOS CARDIACOS

Como discutido anteriormente, a resposta hipertrofica € dependente, em grande
parte, do estimulo mecénico induzido pela sobrecarga hemodinamica. Sdo conhecidos pelo
menos trés tipos de mecanismos que podem ser responsaveis pela mecanotransdugdo em
mibcitos cardiacos, que incluem canais idnicos sensiveis a estiramento, secregdo de
substincias paracrinas/autocrinas e mecanismos de sinalizagdo associados ao complexo
integrina/citoesqueleto. Algumas propriedades sdo necessarias para que uma estrutura ou
mecanismo comporte-se como mecanotransdutor: 1) deve existir alguma interagdo entre
esta estrutura e a membrana celular de maneira que a tensdo na superficie celular seja
percebida; 2) a estrutura deve ser ativada pelo aumento de tens@o na membrana e ser capaz
de discriminar intensidades diferentes do estimulo mecénico e 3) estar acoplada com
mecanismos intracelulares capazes de iniciar eventos em cascata que ativem vias de
crescimento celular direta ou indiretamente. Os mecanismos discutidos a seguir preenchem

pelo menos parte destes crit€rios.
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Canais sensiveis ao estiramento: Inumeras evidéncias (MORRIS, 1990;
SACHS, 1991; FRENCH, 1992; SACKIN, 1995; HU & SACHS, 1997; BETT & SACHS,

1997;: CAZORLA et al., 1999) indicam a presenca de canais ionicos sensiveis a estiramento

no miocardio.

A distor¢dio do canal idnico provocada pelo estimulo mecanico pode iniciar
fendmenos elétricos localizados, representados por despolarizagdo ou hiperpolarizagdo da
membrana celular. Por outro lado, fendmenos elétricos locais poderiam também ativar

enzimas, dando inicio 4 mobilizagdo de cascatas de eventos bioquimicos intracelulares.

Estudos com a técnica de “patch-clamp™ detectaram vdrios tipos de canais
idnicos sensiveis a estiramento por pressdo negativa aplicada por sucgdo no segmento de
membrana aderido 4 micropipeta. Estes canais incluem canais catidnicos ndo-seletivos e
canais seletivos de K com diferentes condutincias idnicas (RUKNUDIN, SACHS,
BUSTAMANTE (1993); SADOSHIMA et al., 1992). Por outro lado, a entrada localizada
de Ca*? através de canais ndo-seletivos pode despolarizar a membrana € induzir a ativagéo
de mecanismos como a liberagdo de Ca*? induzida por Ca*™ e ativagdo enzimatica através

de proteinas ligantes de Ca*? como a calmodulina, por exemplo.

Também, a abertura de canais catibnicos ndo-seletivos pode provocar uma
corrente de entrada, despolarizagio e aumento na excitabilidade da membrana
(SIGURDSON, RUKNUDIN, SACHS (1992). Apesar de estes canais poderem atuar como
elementos de mecanotransdugdo em midcitos cardiacos, o bloqueio dos mesmos com Gd"
ndo afeta o aumento de sintese protéica induzidos por estiramento em cardiomi6citos,
sugerindo que canais sensiveis a estiramento que s@o inibidos pelo Gd™ ndo estdo
envolvidos nas respostas hipertréficas induzidas por estiramento (SADOSHIMA et al.,
1992).

No entanto, o estimulo mecanico pode afetar grande variedade de canais idnicos
e correntes no coragdo, como canais K'-ATP (VAN WAGONER, 1993), canal de K’
retificador de corrente (SASAKI, MITSUIYE, NOMA (1992), canais de CI (HAGIWARA
et al., 1992), canais de Ca*? tipo L (MATSUDA et al., 1996) e corrente gerada pela bomba
Na'/K" (SASAKI et al., 1994). Por outro lado, sugere-se que canais sensiveis a estiramento
podem interagir com o citoesqueleto e, portanto, serem intrinsecamente sensiveis ao

estiramento celular (HAMIL & McBRIDE, 1992; SOKABE & SACHS, 1992).
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Ainda, alguns canais podem ser ativados secundariamente por outros segundo mensageiros
e provocar aumento na concentragdo intracelular de Ca' (SASAKI, MITSUIYE,
NOMA (1992).

Apesar de todas as evidéncias indicando a presenca de canais sensiveis a
estiramento em mi6citos cardiacos, o vinculo dos mesmos com mecanismos de sinaliza¢@o

e crescimento celular necessita confirmagéo.

Secrecio de fatores paricrinos/autécrinos induzida por estiramento:

A liberagdo de fatores autocrinos e pardcrinos por ser importantes mecanismos na

patogénese de hipertrofia cardiaca induzida por estimulo mecanico (TOMITA et al., 1997).

O estiramento estimula a produgdio ou secre¢do de fatores de crescimento que
podem mediar o crescimento celular. Ha demonstragoes de que cardiomidcitos submetidos
a estiramento produzem angiotensina II que teria papel fundamental no crescimento de
mibeitos de ratos neonatos em cultura (HARDER et al, 1996; KAYE et al, 1996;
SCHEINOWITZ et al., 1998).

Também h4 indicagdes de que a endotelina-1 (BOGOYEVITCH et al,, 1994) e
FGF, liberados por estiramento podem ser os mediadores do crescimento hipertréfico em
cardiomiécitos. Os mecanismos pelos quais o estiramento induz a liberagdo de fatores
autdcrinos e paracrinos sio desconhecidos mas algumas evidéncias experimentais apontam
para efeito mecdnico direto na membrana celular aumentando a permeabilidade aos
peptideos produzidos tanto por cardiomidcitos como por outras células miocardicas
(KAYE et al., 1996).

Sistema_integrina/citoesqueleto: De maneira geral, as células aderentes sdo
sensiveis ao seu ambiente mecanico, sendo que for¢as mecénicas afetam sua funcdo e
estrutura (CHICUREL, CHEN, INGBER (1998). Sabe-se que o citoesqueleto, uma malha
tridimensional intracelular formada por biopolimeros filamentares transmite for¢a e tensao
para as estruturas intracelulares e, importantemente, muitos dos sistemas sinalizadores
intracelulares tém suas moléculas imobilizadas na estrutura solida desta malha
(MANIOTIS, CHEN, INGBER (1997); JANMEY, 1998). Assim, a estrutura deformavel do
citoesqueleto fornece a base fisica para a transdugéo do sinal mecénico em sinal bioquimico

conduzido por moléculas sinalizadoras intracelulares.
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O citoesqueleto apresenta acoplamento funcional e estrutural com a matriz
extracelular através de proteinas transmembrana conhecidas como integrinas € com as
demais células através de proteinas componentes dos complexos juncionais como caderinas
e anexinas, por exemplo. As integrinas sdo proteinas sem atividade enzimatica definida mas
atuam como receptores celulares para o colageno e também laminina. O estimulo mecanico
gera tensdo na célula e inicia mecanismos de sinalizagdo celular através de interacdes entre
as integrinas e o citoesqueleto (BURRIDGE & CHZANOWSKA- WODNICKA (1996).

A ativacdo da sinalizagdo celular por estimulo mecénico via citoesqueleto
depende fundamentalmente de agregagdes das integrinas (“clustering”) que agem como
elos entre a matriz extracelular e o citoesqueleto (KORNBERG et al., 1992). As integrinas
conectam-se a filamentos de F-actina através de proteinas intermediarias como a vinculina,
talina e o-actinina em sitios especializados da membrana celular conhecidos como

complexo de adesdo focal (BURRIDGE, TURNER. ROMER (1992).

Seguindo-se ao estimulo mecénico, a agregagao das integrinas leva a um
aumento marcante da fosforilacio em tirosina de enzimas como Src e Fak e o recrutamento
de varias proteinas celulares sinalizadores pela malha de actina (SCHALLER et al., 1994;
BACHELOT et al.. 1996;: SCHLAEPFER et al., 1994). O mecanismo preciso que
estabelece o vinculo entre a agregacdo da integrina e a ativagdo da Fak é ainda
desconhecido. mas sabe-se que a agregagdo de integrinas ativa a autofosforila¢do da Fak no
residuo de Tyr-397 (SADOSHIMA & 1ZUMO, 1994).

Os complexos de adesdo focal sdo ricos em uma variedade de moléculas
sinalizadoras que incluem a Src, fatores trocadores de nucleotideos (GEF), Ras e MAP
quinases (JANMEY .1998; BURRIDGE & CHRZANOWSKA-WODNICKA, 1996).
Ap6s a autofosforilagdo, residuos adicionais de tirosina da Fak sdo fosforilados através da
a¢do da Src que se liga a Fak no residuo Tyr-397 via sitio de ligagdo SH2 (KORNBERG
et al., 1992: BURRIDGE, TURNER, ROMER (1992). A este fendomeno se segue a ligacao
de outras proteinas com sitios SH2 como a PI-3- quinase (SCHALLER et al., 1994) € o
complexo Grb2/Sos (BACHELOT et al., 1996). Esta ligagdo de Grb2/Sos na Tyr-925 da
Fak ativa a sinalizacdo através da via de crescimento celular Ras/Erk1/2 (SCHLAEPFER &

HUNTER, 1997). Dessa forma, sdo ativados mutiplos componentes associados com a Fak
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que. por sua vez, tém papel fundamental nos vérios efeitos celulares desencadeados pela
ativagdo do complexo integrina/citoesqueleto (BURRIDGE & CHRZANOWSKA-
WODNICKA, 1996).

Os cardiomidcitos possuem estruturas conhecidas como costameros que
assemelham-se aos complexos de adesdo focal detectados em culturas de fibroblastos.
Os costameros sio também estruturas ricas em vinculina, talina, integrina acopladas a uma
malha de actina (PARDO, SICILIANO, CRAIG (1983); DANOWSKI et al, 1992;
SONODA et al., 1999). Estas estruturas encontram-se situadas na regido de membrana
proximas as linhas Z. Seu arranjo estrutural, sua localizagéo e sua composi¢cdo bioquimica
sugerem que estas estruturas ancoram-se na matriz extracelular e sdo responsaveis pela
ancoragem lateral do sarcomero ao sarcolema. Estes sitios, como o complexo de adesdo
focal, podem ser responsaveis pela transdugdo de forgas e iniciar a ativa¢do de mecanismos
intracelulares responsaveis pelo crescimento celular (DANOWSKI et al., 1992), como

indicado no esquema da figura 1.

Multiplas isoformas de integrinas sdo expressas no coragdo € participam de
processos biolégicos como regulagdo do pH intracelular e crescimento hipertrofico
(SADOSHIMA & I1ZUMO, 1994; SEKO et al., 1999; KUPPUSWAMY et al., 1997).
Estiramento pulsatil de cardiomiécitos de ratos neonatos ativam a Fak (DANOWSKI et al.,
1992). Em estudos recentes (FRANCHINI et al, 2000), determinamos que o estimulo
mecanico representado por sobrecarga pressora provocada pela coloca¢do de um clamp
ajustavel na crossa da aorta produz ativagdo rapida e duradoura da Fak em miocardio de
ratos. Esta ativagdo se acompanha de ativagdo de vias de crescimento celular representadas
pela ativagio de ERK1/2 e vias de inibi¢do da apoptose, representada pela ativagdo da
AKT. Estes resultados sugerem que a ativagdo da Fak pode ser um elemento central no
mecanismo de resposta a estimulos mecdnicos em miocardio, podendo ser um dos
principais responsaveis pelo mecanismo de crescimento hipertroéfico do miocérdio durante

sobrecarga pressora.
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No entanto, varios aspectos importantes deste mecanismo permanecem por
serem esclarecidos. Por exemplo, ndo ¢ ainda conhecida a exata localizagdo da Fak e das
proteinas a ela associadas em midcitos cardiacos. Da mesma forma a maneira pela qual as
sobrecargas mecanicas provocam a ativagdo da Fak em midcitos cardiacos ndo foi ainda

investigada.

GROWTH SURVIVAL

Figura 1: Mecanismos responséaveis pelo crescimento celular
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O Presente estudo teve como objetivos:

1- Determinar o curso temporal e a relagdo estimulo-resposta da fosforilagdo
em tirosina da Fak e associa¢do com Src, Grb2 e Erkl/2, bem como a
ativagio da Erk1/2 em coragdes isolados submetidos a aumentos de tensdo

diast6lica do ventriculo esquerdo.

2- Avaliar os efeitos isolados do estiramento e da atividade contratil sobre a
atividade do complexo de sinaliza¢@o celular associado a Fak em miocardio

de ratos.

3- Avaliar a localizacdo da Fak e Erk1/2 nos tipos celulares do miocardio de

ratos.
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3. MATERIAL E METODOS
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3.1. ANTICORPOS E REAGENTES

Anticorpos policlonais de coelho anti-Fak, Grb-2, Src, Erk1/2 e p-Erk1/2 e
monoclonal de camundongo anti-fosfotirosina foram adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). ["®I]Protein A foi adquirido da Amershan
(Aylesbury, UK). Anticorpos secundarios anti-IgG de camundongo e anti-IgG de coelho e
os demais reagentes analiticos foram obtidos da Sigma Chemical CO. Os reagentes e
aparelhos para eletroforese de gel de dodecil sulfato de sédio e poliacrilamida (SDS-PAGE)
¢ eletrotransferéncia foram adquiridos da Bio-Rad (Richmond, calif ,USA).
Tri(hidroximetil)-aminometano (Tris-base), fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), aprotinina,
ditiotreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20 e glicerol foram adquiridos da Sigma Chemical
Co. (St Louis, Mo., USA). Proteina A-Sepharose 6 MB foi adquirida da Pharmacia
(Uppsala, Sweden) e a membrana de nitrocelulose foi da Scheleicher e Schuell
(Keene, N.H.,USA).

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar, machos, fornecidos pelo Centro de Bioterismo

da Unicamp (CEMIB), Campinas-SP, pesando entre 200g e 250g.

3.3. DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
3.3.1. Sistema de Perfusdo (Técnica de Langendorff)

O sistema de perfusdo de coragdo isolado foi constituido com um sistema
cata-bolhas de vidro e envolvido por jaqueta de 4gua conectada a um circulador para

aquecimento do tampdo de perfusdo a 37°C, como indicado no esquema da Figura 2.
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Figura 2: Esquema do sistema de perfusdo de coragdo isolado e registro da pressdo

ventricular esquerda utilizado.

A extremidade superior do cata-bolhas foi conectada a um reservatorio
constituido de um frasco de Mariotti contendo a solugdo tampdo de perfusdo.
Neste reservatorio, o tampdo era oxigenado com O, a 100% com fluxo controlado de forma

a manter a pressdo no frasco proxima a 70 mmHg.

A extremidade inferior do cata-bolhas foi conectada uma canula de vidro que
por sua vez, era conectada a aorta ascendente para perfusdio retrograda. Em paralelo. foi
montado um baldo de latex, preenchido com salina e conectado a uma seringa de Hamilton
para controle de seu volume e também a um transdutor de pressdo para registro continuo da

pressdo intraventricular.

Material e Métodos
35



3.3.2. Canulac¢io e Acoplamento do Coracdo ao Sistema

Ratos Wistar foram anestesiados com mistura cloridrato de cetamina
(50 mg/Kg) e diazepam (2 mg/Kg) e receberam injegdo intraperitoneal de heparina sodica
(1000 UT). Os animais foram colocados em mesa cirtrgica aquecida a 38°C, entubados por
via orotraqueal com tubo plastico de Gelco® e submetidos a ventilagdo controlada com
ventilador Harvard e ar enriquecido com oxigénio a 100%. A temperatura corpérea e a
ventilagio permaneceram controladas durante o periodo de retirada do corag¢@o da cavidade
toracica.

A cavidade toracica foi aberta através de sec¢do sagital do esterno; a aorta
ascendente foi identificada seccionada e conectada ao sistema de perfuséo, onde foi fixada
com fio de algoddo 3.0, sendo iniciada imediatamente a perfusdo com solucio A: Tampao
HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N"-2-ethanesulfonic acid) 20mM, NaCl 137mM,
MgSO, 1.2mM, KCI 5mM, CaCl; 1,5mM e Glicose 16mM, com pH 7.4, acrescentando
insulina (100UI), xilocaina (1000UI) e heparina (1000 UI), enriquecido com 100% de
oxigénio a uma pressio hidrostatica de 70 mmHg e temperatura de 37°C.

Em um dos grupos experimentais, os cora¢des foram perfundidos com solugéo
cardioplégica, solugdo B: (HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid)
20mM, NaCl 105mM, MgSO, 1,2mM, KCI 40mM, CaCl, 0,5mM e Glicose 16mM, com
pH 7.4, acrescentando insulina (100UI), xilocaina (1000UI) e heparina (1000 UI),
enriquecida com 100% de oxigénio a uma pressdo hidrostatica de 70mmHg e temperatura
de3P0).

Em outro grupo experimental os cora¢des isolados, foram perfundidos com
tampéo de perfusio com solugdo A, com concentragdes de célcio variando de 0.5,1.5,3.0 e
5.0 mM.

3.3.3. Sistema de Registro e monitoragiio da pressdo intraventricular.

A monitoriza¢do da pressdo intraventricular esquerda foi realizada com baldo
de latex, inserido no ventriculo esquerdo (VE) através do atrio esquerdo (AE). Este catéter
foi conectado a um transdutor de pressao (COBE, ARVADA, USA) para registro continuo
da pressdo intraventricular. Para tanto, utilizou-se sistema de registro Dataq (USA) com

programa de aquisi¢do e analise Windaq PRO.
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O Sinal da onda de pulso da press@o foi amplificado em amplificador GP4A
Steamtech, USA, convertido em sinal digital (frequéncia de amostragem de 300 Hz) e
gravado em computador para analise posterior. A onda de pressdo ventricular foi analisada
quanto ao pico maximo (Press@o Sistélica), nadir (Pressdo Diastélica), derivada da presséo

em relagdo ao tempo (£dP/dt) e frequéncia cardiaca.

3.4. PROCEDIMENTO PARA IDENTIFICACAO DE PROTEINAS
3.4.1. Imunoprecipitacio

Ventriculos de coragdes submetidos a periodos variaveis de perfusdo nos
diferentes protocolos foram homogeneizado em aproximadamente 6 volumes de tampéo
para imunoprecipitado (Triton X-100 1%, Tris-HC1 10 mM (pH 7.4), pirofosfato de sodio
100mM, fluoreto de sédio 100mM, EDTA 10mM., ortovanadato de sodio 10mM,
PMSF 2mM e 0.lmg de éprotininame) a 4°C em homogeneizador Polytron PTA 20S
(modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury,NY), operado em velocidade
méxima por 30 segundos. Em seguida, os homogenatos foram centrifugados a 11000 rpm
em centrifuga refrigerada a 4°C por 20 minutos para remover o material insoluvel.

O sobrenadante foi entdo utilizado para o ensaio.

A determinacio da proteina foi realizada pela técnica do biureto (Bradford)
utilizando-se reagentes BIO-RAD e solugdo de albumina bovina como padrdo (Sigma).
O sobrenadante foi submetido a imunoprecipitagdo com anticorpo anti-Fak em tubos
eppendorff a 4°C overnight. Apos este periodo, foram acrescentados 50ul de suspensdo de
proteina A-Sepharose 6 MB em cada amostra e os tubos mantidos sob agitagéo leve em
camara fria por 2 horas. As amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 4°C para
obtencdo do “pellet” contendo o imunoprecipitado, sendo este lavado 3 vezes, por 5

minutos com Tampao de Lavagem.
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3.4.2. Anilise de proteina por immunoblotting:

As proteinas precipitadas foram tratadas com tampdo de Laemmli contendo
ditiotreitol 100mM, fervidas por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto a temperatura
ambiente. Apos este procedimento, o sobrenadante foi submetido a eletroforese em gel de
SDS-poliacrilamida 8% em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories
Rickmond,Ca) por 180 minutos a 120V. Posteriormente, as proteinas foram
eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose durante 90 minutos a 120V (constante)
em aparelho de transferéncia minituarizado da Bio-Rad. O bloqueio de proteinas
inespecificas foi realizado através de incubagdio com 10ml de solugdo bloqueadora
(leite em p6 desnatado 5% em Solugdo Basal por 2 horas a tempefatura ambiente.
As membranas foram entdo lavadas com Solugdo Basal e incubadas em Solucdo
Bloqueadora (leite a 3%) contendo anticorpos especificos (anti-fosfotirosina, Grb2, Fak,
Sre, Erk ou p-Erk) a 4°C overnight. Apos este periodo foram lavadas com solu¢éo basal por
3 vezes durante 10 minutos cada. Nos ensaios com anticorpo anti-fosfotirosina, as
membranas foram também incubadas em solucdo bloqueadora contendo 5pl de anticorpo
anti-IgG de camundongo ou de coelho por 2 horas a temperatura ambiente. As membranas
foram entdo lavadas 3 vezes com solucio basal, incubadas em solugdo bloqueadora
(leite a 1%) contendo Sul [1251] Proteina A em camara fria overnight. As membranas foram
entdo retiradas da solucdo de iodo e lavadas 3 vezes por 5 minutos cada, com solugdo basal.

As membranas foram secadas e envolvidas em filme pléstico de PVC.

As bandas representativas das proteinas especificas foram quantificadas por
densitometria de  auto-radiografias em  filmes KodaK XAR  (Eastman
KodaK.Rochester,NY).

3.4.3. Solugdes utilizadas para imunoprecipitacio e immunoblotting:
. Solug¢io tampao de extragao:

Esta solugdo foi composta deTrisma base pH 7,5 ( hidroximetil amino metano)
100 mM, EDTA (acido etileno-diamino tetracético) 10 mM, pirofosfato de sédio 100 mM,
fluoreto de sédio 100 mM, ortovanadato de sédio 10 mM, PMSF (fenil-metil-sulfonil-
fluoreto) 2 mM (diluido em 4lcool etilico), Triton X100 1%, 1,1 mg/ml de aprotinina
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. Tampéao de Laemmli(5X):

Azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sodio 1M pH 7,0, glicerol 50%, SDS
10%.

. Solucio tampao para lavagem do imunoprecipitado:

Trisma base 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de sédio 2 mM, Triton
X-100, 0,5%. Esta soluc¢do deve ser mantida a 4°C.

. Solucdo tampao para SDS-PAGE, gel de resolucdo (“resolving”):

Utilizada para a elaboragdo do SDS-PAGE, gel de resolug¢do, um tampdo
composto de EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 750 mM, com pH ajustado para 8,9 com

acido cloridrico.

. Soluc¢io tampio para SDS-PAGE, gel de empilhamento (“stacking™):

Utilizada para confecgdo do SDS-PAGE, fase de empilhamento das proteinas.
Contém: EDTA 4 mM, SDS 2%, trisma base 50 mM, com pH ajustado para 6,7 com acido

fosforico.

. Solucdo tampio para eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE):

Contém: Trisma base 200 mM, glicina 1,52 M, EDTA 7,18 mM, SDS 0,4%.

. Solu¢do tampao para transferéncia:

Usada para a transferéncia das proteinas separadas no SDS-PAGE, para a
membrana de nitrocelulose. Contém: Trisma base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e
SDS 0,02% para facilitar a dilui¢do de proteinas de alto peso molecular. Deve ser mantido a

45(.,
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. Soluc¢ido Basal:

Solucdo basica para manuseio da membrana de nitrocelulose, apods

transferéncia. Contém: cloreto de s6dio 150 mM, Trisma base 10 mM, 0,02% de Tween 20.

. Solu¢do bloqueadora:

Utilizada para incubar a membrana de nitrocelulose, apos transferéncia.
Composta de 5% de leite em p6 desnatado e azida sédica 0,02% dissolvidos em solugédo

basal.

. Solucio para anticorpos:

A solu¢do contendo anticorpos especificos que reagirdo com as proteinas
transferidas para a membrana de nitrocelulose. Composta de 0,3 % de leite em po

desnatado e azida sodica 0,02%, diluidos-em solucdo basal.

. Solucio para stripping:

A solugdio para o stripping. Composta de 7,507g de glicina 0,2 M; 5,844¢g de
NaCl a 0,2 M e 4dgua deionizada até completar 500 ml. Acertar o pH para 2,8.

3.5. ESTUDO MORFOMETRICO DOS MIOCITOS CARDIACOS EM
PREPARACAO HISTOLOGICA

3.5.1. Processamento do Material em Preparac¢ao Histologica

Os coragdes foram perfundidos com a solugdo tampdo A em periodo controle
por 10 minutos com a pressdo diastdlica mantida em 0 mmHg. Em seguida, coragdes
individuais foram submetidos a aumentos da pressdo diastdlica para 5, 10 e 15 mmHg ou
mantidos em 0 mmHg por mais de 10 minutos. Apés o registro de pressdo, os coragdes
foram perfundidos com 20 mL de solucdo fixadora de paraformaldeido 4%, utilizando-se

uma bomba de infusdo, e mantidos por 5 horas em imersdo nesta mesma solucdo fixadora.
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Em seguida, os coragdes foram cortados transversalmente, lavados em PBS 0,1 M,
desidratados em gradiente crescente de etanol, diafanizados e incluidos em parafina.
Seccdes histologicas de 5 um de espessura foram obtidas em micrétomo, coletadas em
ldminas previamente tratadas com poli-L-lisina e destinadas a analise morfométrica e

imunohistoquimica.

3.5.2. Analise morfométrica

Para a andlise morfométrica, sec¢des histologicas de coragdo foram

desparafinizadas, hidratadas e coradas com Hematoxilina-eosina, conforme etapas abaixo.
1) Hematoxilina de Ehrlich - 5 minutos;
2) Lavagem em agua - 12 minutos
3) Eosina - 5 minutos

As seccdes foram desidratadas, montadas em béalsamo sintético Entellan e
observadas ao Microscépio Optico de luz LEICA. De cada secgdo histologica foram
mensurados, ao acaso, os didmetros de 20 mibcitos cardiacos, utilizando-se uma régua
calibrada acoplada a ocular do microscépio, totalizando 60 medidas por lamina histologica.
Os tnicos critérios adotados para a morfometria foram a disposi¢do das células em corte
longitudinal, a mensura¢do do didmetro celular no nivel do nucleo (Fig 3X) e a boa

preservacdo das caracteristicas morfologicas das mesmas.

3.6. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Seccdes histologicas de coragdo foram desparafinizadas, hidratadas e
submetidas a imunocitoquimica, para avaliar a distribui¢do subcelular da Fak e da Erk. Para

tal, foram realizadas as seguintes etapas:
1- Lavagem em PBS 0,1M, pH7.4 - 3 x 5 min.

2- Bloqueio da peroxidase endogena em H,O, 1% em PBS 0,IM por 30

minutos.

3- Lavagem em PBS 0,1M, pH 7.4 — 3x Smin.
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4- Bloqueio de ligagdo inespecificas em BSA 3%/PBS 0,1M - 45 minutos.

5- Incubagdo com anticorpo primario anti-Fak (1/100) ou Erk (1/75) em BSA 1
%/PBS 0,1M - overnight a 4°C.

6- Lavagem em PBS 0,1M, pH7.4 - 3 x Smin.

7- Incubar com anticorpo secundario anti IgG de coelho conjugado com

biotina, diluido 1/300 em BSA 1% - 2 horas a temperatura ambiente.
8- Lavagem em PBS 0,1M, pH7.4 - 3 x Smin.

9- Incubagdo com complexo streptoavidina-peroxidase (Amersham/Pharmacia)
diluido 1:300 em PBS 0,1M - 45 minutos

10- Lavagem em PBS 0,1M, pH7.4 - 3 x Smin.

11- Incubacdo com solug¢do reveladora diamino-benzidina (DAB) por 20

minutos:
DAB - 0,5mg/ml
4,6mL de PBS 0,IM
H,0; - 0,8%
12- Bloqueio da reagdo em H,O destilada
13- Contracoloragdo com hematoxilina de Harris - 30 segundos
14- Lavagem rapida em H,O destilada
15- Tratamento com solugéo saturada de carbonato de litio - 30 segundos
16- Lavagem rapida em H,O destilada
17- Desidratar
18- Diafanizar (Xilol)

19- Montagem das laminas.
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As laminas histolégicas foram observadas ao Microscopio de luz LEICA, tendo
sido avaliadas as distribuicdes celulares da FAK e ERK. Fotomicrografias foram obtidas
das regides subcelulares representativas da distribuigdo destas proteinas, utilizando-se uma

camara fotografica acoplada ao microscépio de luz.

PROTOCOLOS
Protocolo 1.

Avaliagdo dos efeitos de aumentos crescentes da pressdo diastolica sobre a

atividade do complexo de sinalizagéo associado a Fak.

Os coracgdes foram conectados ao sistema de perfusdo, sendo registradas as
pressdes ventriculares durante periodo controle (10 minutos) com a pressdo diastolica
mantida em 0 mmHg. Em coragdes diferentes as pressoes diastolicas foram entéo
aumentadas para 5, 10 e 15 mmHg ou mantidas em 0 mmHg por mais 10 minutos.
Apos este periodo os ventriculos foram homogenizados e os homogenatos submetidos a
SDS-PAGE. Em um grupo diferente, os coragdes foram processados para analise de

morformetria e imunohistoquimica.

Protocolo 2.

Avaliacio dos efeitos de estiramento sobre a atividade do complexo de

sinaliza¢do associado a Fak.

Os coragdes foram conectados ao sistema de perfusdo e perfundidos com
solugdo cardioplégica. O baldo de latex posicionado na cavidade ventricular foi mantido
com pressio de 0 mmHg por 10 minutos durante o periodo controle e posteriormente
inflado até atingir pressdes de 5, 10 e 15 mmHg em coragdes individuais, mantidas por
mais 10 minutos. Nos coragdes controle a pressdo foi mantida em OmmHg por igual
periodo. Ap6s este periodo, os ventriculos foram retirados, homogenizados e submetidos a
SDS-PAGE.
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Protocolo 3.

Avaliagdo dos efeitos de aumentos no inotropismo sobre a atividade do

complexo de sinalizagdo associado a Fak.

Os coragdes foram conectados ao sistema de perfusdo e perfundidos com
solugcdes contendo concentragdes crescentes de Ca+2. Durante o periodo controle a pressdo
diast6lica do baldo de latex foi mantida em 0 mmHg por 10 minutos. Apos este periodo a
pressdo diastolica foi aumentada para 5, 10 e 15 mmHg ou mantida em 0 mmHg por mais
10 minutos em coracdes individuais. Ao fim deste periodo os ventriculos foram

homogenizados e submetidos a SDS-PAGE.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Dados sdo apresentados como médias e erro padrdo. Diferencas entre valores
médios foram testados com ANOVA sendo o teste post hoc o de Bonferroni. Valores de

p < 0,05 foram considerados significantes.
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4. RESULTADOS
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1. Efeito do aumento da pressio diastélica sobre a pressdo sistdlica, frequéncia

cardiaca e derivada da pressdo no tempo.

Na Figura 3 sdo apresentados exemplos tipicos de curvas de pressdo ventricular
em experimentos em que a pressio diastolica foi aumentada de 0 para 5, 10 e 15 mmHg ou
mantida em 0 mmHg, em coragdes individuais. Observa-se o aumento progressivo da

pressdo sistélica com o aumento da pressdo diastlica, caracterizando a ativa¢do do

mecanismo de Frank-Starling
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Figura 3: Curva de pressdo ventricular de cora¢des submetidos a aumentos de pressdo

diastolica de 0, 5, 10 e 15 mmHg.
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Na Figura 4 sdo apresentados os valores médios (n=28) da relagdo entre a
pressdo diastolica e a pressdo sistolica do ventriculo esquerdo em coragdes isolados e
perfundidos. Apo6s periodo controle de 10 minutos onde a pressdo diastolica foi mantida
proxima de zero, os coragdes foram submetidos a aumentos fixos de pressdo diastolica de
aproximadamente 5, 10 e 15 mmHg. Como j4 descrito no experimento representativo da
figura 3, os aumentos de pressdo diastblica se acompanharam de aumentos na pressao

sistélica.

0 4 3 12 16
PDVE (mmHg)

Figura 4: Relacdo pressio diastolica/pressdo sistélica do ventriculo esquerdo em coragoes
isolados *P<0,05 comparado a valores controle. PDVE — pressdo diastdlica do

ventriculo esquerdo; PSVE — pressdo sistolica do ventriculo esquerdo.
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Tabela 1

Variaveis hemodinidmicas adicionais sdo apresentadas na tabela 1. A frequéncia
cardiaca e as derivadas da pressdo no tempo ndo apresentaram variacdes significativas entre

as varias etapas dos experimentos.

PSVE PDVE FC dp/dt+ dP/dt-
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg/s) (mmHg/s)
(n=7) 81+4 1+0.5 265+ 17 1717 +92 1152+ 53
(n=7) 08 + 5% 4+0.7* 275+ 15 _ 1816+ 89 1428 + 92
(n= 112 + 6* 10+ 1* 268 + 12 1973+ 114 1378 + 62
(n=7) 120+ 5% 14 +1* 250+ 20 2068 + 120 1400 + 80

PSVE=pressio sistélica do ventriculo esquerdo, PDVE=pressdo diastolica do ventriculo esquerdo,

FC=frequéncia cardiaca, dP/dt+ = derivada da pressdo no tempo.*P<0,05 comparado a valores controle.

2. Efeitos dos aumentos progressivos das pressoes diastolica e sistélica no complexo de

sinalizacdo associado com a Fak.

Na Figura 5 estdo representados exemplos de “immunoblots™ realizados com
anticorpos anti-Fak e anti-fosfotirosina. Os extratos de cora¢des utilizados foram obtidos de
animais controle e submetidos a aumentos de pressdo diastolica de 5, 10 e 15 mmHg.
Aumento da pressdo diastolica de (zero) 0 mmHg para cerca de 5 mmHg elevou a
fosforilagdo em tirosina da Fak em cerca de 2 vezes, enquanto elevacdes de 15 mmHg
aumentaram da fosforilacdo em tirosina da Fak em cerca de 2,5 vezes. Como indicado na
mesma figura a quantidade de Fak presente nos coragdes foi semelhante em todos os grupos

experimentais.
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Figura 5: Efeito da sobrecarga mecanica na fosforilagio em tirosina da Fak. Sao
apresentados valores percentuais e exemplos representativos de “imunoblots™
realizados com anticorpo anti-fosfotirosina («PY) (n=28) e anti-Fak (n=28),
indicativos da ativa¢do e quantidade de Fak nos homogenatos, respectivamente

*P< 0,05 comparado a valores controle.

A ativagdo da Fak leva a autofosforilagdo do residuo de tirosina 397. Este por
sua vez gera um sitio de ligagdo para outra tirosina quinase, a Src, que amplifica o sinal
iniciado pela Fak (42). Para testar a hipotese de que a ativagdo da Fak pela sobrecarga
mecanica, induz a ativagdo do complexo Fak/Src, realizamos experimentos de co-
imunoprecipitagdo com anticorpo anti-Fak e anti-Src. Como indicado na Fig. 6A, o
aumento da fosforilagio em tirosina da Fak se acompanhou, paralelamente, de associa¢do

da Fak com a c-Src.
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Figura 6: Valores percentuais médios e exemplos representativos de experimentos de
associacdo Fak/Src e Fak/Grb2. Homogenatos de corag¢do foram submetidos a
imunoprecipitagio com anticorpo anti-Fak e as membranas de nitrocelulose
foram marcadas com anticorpo anti-Src (n=28) e anti-Grb2 (n=28). *P< 0,05

comparado com valores controle.

A fosforilagao do residuo de tirosina 925 da Fak pela c-Src confere um sitio de
ligacdo para a Grb2. Essa proteina adaptadora inicia, quando ligada a Fak, a ativacdo de via
de sinalizacdio que resulta em ativagdo de MAP Kinases. A ativacdo dessas enzimas, por
sua vez, tem importancia central nas respostas de crescimento celular a estimulos externos.
Assim a ativagdo dessa via pode ser tomada como marcador de ativagdo de vias de
crescimento celular. Como demonstrado na Figura 6B, a sobrecarga aguda de pressdo
diastolica aumenta a associagdo da Grb2 com Fak em paralelo com a ativagdo do complexo
Fak/Src. Ocorreu aumento de 2 vezes na associagdo Fak/Grb2 em resposta a elevagdo da
pressdo diastolica de 5 mmHg. Aumentos adicionais foram observados em coragoes
submetidos a aumentos de 10 e 15 mmHg na pressao diastolica (2,3 e 3,6 vezes,

respectivamente).
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Quando a Grb2 esta ligada a Fak, pode ocorrer ativagio da via Ras/Erk1/2
relacionada a regulaciio da expressdo génica e crescimento celular. Como demonstrado na
Fig.(7A)a ativa¢do do mecanismo de Frank-Starling acompanhou-se de ativagdo da MAP
quinases Erk1/2 , demonstrada pelo aumento da quantidade de proteina marcada com

anticorpo especifico para a forma fosforilada da Erk1/2.

Por outro lado, experimentos de co-imunoprecipitagao demonstrados na Fig. 7B
demonstraram que a ativagdo da Fak e da Erk estimulo mecanico acompanhou-se de
associacdo entre Fak e Erk e Fak e fosfo-Erk, indicando que a ativagdo da Erk1/2 nesta

situacdo ¢ dependente, a0 menos em parte, da ativacdo da Fak.
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Na Figura 7A: Valores percentuais médios e exemplos representativos da quantidade de
Erk1/2 em homogenatos de coragoes (n=24) submetidos a aumentos
controlados da pressdo diastolica. B. Valores percentuais médios e
exemplos representativos de experimentos de co-imunoprecipita¢do
Fak/Erk e Fak/fosfo-Erk realizados com homogenatos de coragdes
submetidos a aumentos controlados da pressao diastélica. *P< 0,05

comparado com valores controle.
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3. Avaliacio da localizacio de Fak e Erkl/2 no miocardio de ratos.

Analise imunohistoquimica indicou que a Fak localiza-se predorrﬁnanterﬁente
em mibcitos cardiacos (Fig. 8 A). Em fotomicrografias ampliadas (Fig. 8 B) pode-se
observar imunoreatividade do anticorpo anti-Fak localizada ao longo do sarcolema e
também em pontos regularmente  distribuidos  no sarcoplasma.  Analises
imunohistoquimicas foram também realizadas para determinar a localizagdo de Erk1/2 no
miocardio. Como demonstrado na Fig.8 C e D, a proteina Erk1/2 localiza-se no nucleo de
mibeitos cardiacos, mas também foi encontrada no sarcolema e sarcoplasma. O padrdo de
distribuicdo de Erk1/2 em midcitos cardfacos assemelha-se a distribui¢do padrdo da Fak,
indicando a co-localizagio da Fak e Erkl/2, em ambos os sitios sarcoplasmatico €

sarcolemal.

Figura 8A e B: Localizagdo da proteina Fak (seta) observada em secgdes longitudinal e
transversal de cardiomidcitos. C e D — Localizagdo da proteina Erk1/2

(seta) em seccdes longitudinal e transversal de cardiomiocitos
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4. Efeitos dos aumentos de pressdo diastélica sobre o didmetro de cardiomiocitos

Na Figura 9 estdo representados os valores médios dos didmetros de
cardiomidcitos de coragbes submetidos a pressdes diastolicas de 0, 5, 10 e 15 mmHg.
Observa-se redugio do didmetro dos cardiomidcitos proporcional ao aumento da pressdo
diastélica.0 didmetro médio dos cardiomiécitos em coragdes submetidos a pressdes
diastélicas de 15mmHg foi cerca de 40% menor que aquele observado em cardiomiocitos

de coracdes mantidos com pressdes diastélicas de 0 mmHg.

10,0

Didmetro
(micrémetro)

0,0

0 5 10 15
PDVE (mmHg)

Figara 9: Valores médios dos didmetros dos cardiomidcitos obtidos por analise
morfométrica de coracdes submetidos a pressdes diastolicas de 0, 5, 10 e

15mmHg. (n=12). *P<0,05.
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5. Efeitos do estiramento em coracdes perfundidos com solug¢do cardioplégica na

ativacdo do complexo de sinaliza¢do associado a Fak.

Aumentos de pressdo diastélica no ventriculo esquerdo ativam o mecanismo de
Frank-Starling. Assim, aumentos na pressdo diastélica acompanham-se também de
aumentos na pressdo sistolica, além de estiramento das fibras. Supostamente, qualquer
destas varidveis pode, de forma isolada ou ndo, ativar mecanismos de sinaliza¢do celular.
Para avaliar os efeitos isolados do estiramento na atividade do complexo de sinalizagdo
associado com a Fak, utilizamos coragdoes perfundidos com solugcdo cardioplégica
submetidos a estiramentos por aumentos controlados da presséo no baldo de latex inserido

no ventriculo esquerdo.

Na figura 10 estdo representados resultados de experimentos realizados com
coragdes perfundidos com solugdo cardioplégica e estirados com pressbes de 5, 10 e 15
mmHg ou mantidos em estado de repouso com a pressdo no baldo de latex mantida em 0
mmHg.

Observam-se aumentos de 3 vezes no nivel de fosforilagdo em tirosina da Fak
quando a pressdo no baldo foi aumentada de 0 para 5 mmHg, sendo o aumento de cerca de
5 vezes quando o baldo foi inflado com pressdo de 15 mmHg. Estes resultados indicam que

o estiramento, de forma isolada provoca ativagdo da Fak.
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Figura 10: Efeito do estiramento sobre a fosforilagéio em tirosina da Fak. Sdo apresentados
valores médios percentuais (n=24) e exemplo representativo de blot realizados
com imunoprecipitados de anticorpo anti-Fak e marcado com anticorpo e

anti-fosfotirosina. *P<0,05 comparado com valores observados no controle.

Na figuras 11 sdo representados os resultados dos experimentos de co-
imunoprecipitagio de Fak e Src (Fig. 11 A) e Grb2 (Fig 11 B) realizados em homogenatos
de ventriculos perfundidos com solugdo cardioplégica. Os resultados representados nesta
figura indicam que o estiramento, por si, provoca também aumento na associagio em Fak e

Src e Fak e Grb2.
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Figura 11: Médias dos valores percentuais e exemplos representativos de blots realizados
com imunoprecipitados de anticorpo anti-Fak e marcados com anticorpo

anti-Src (n=24) e anti-Grb2 (n=24). *P<0,05 comparado a valores controle.

Da mesma forma. foram realizados experimentos para se verificar a ativagdo ¢
associagdo Fak/Erk em coragdes perfundidos com solugdo cardioplégica e submetidos a
estiramentos controlados. Como demonstrado na figura 12 o estiramento também provocou

ativacdo da Erk1/2 e sua associagdo com a Fak.
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Figura 12A: Média dos valores percentuais (n=24) ¢ exemplo representativo de blot
realizado com anticorpo anti-P-Erk. B. Médias dos valores percentuais
(n=24) e exemplo representativo de blot realizado com imunoprecipitado de
anticorpo anti-Fak marcado com anticorpo anti-fosfo-Erk1/2. *P<0.05

comparado a valores controle.

6. Efeitos do aumento da contratilidade sobre a atividade do complexo de sinalizacdo

associado a Fak.

Para avaliar se aumentos na atividade contratil no miocardio, ¢ capaz de ativar o
complexo de sinalizagdo associado a Fak, experimentos foram realizados, com coragdes
perfundidos com diferentes concentragdes de calcio no tampdo de perfusdo. Como
demonstrado na figura 13, aumentos na concentra¢do de calcio no perfusato de 0.5 para 5
mM induziu aumento progressivo na pressdo sistolica, com a pressio diastolica mantida em

0 mmHg.
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Figura 13: Valores médios das pressdes sistolicas de coragdes perfundidos individualmente

(n=16) com concentragdes crescentes de cdlcio. *P<0,05 comparado com

valores observados com concentragdo de calcio de 0.5mM.
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Tabela 2

Na tabela 2 sio também representados valores de frequéncia cardiaca e
derivados da pressdo no tempo, além dos valores das pressoes obtidos dos experimentos
realizados com diferentes concentragdes de calcio. Como esperado. aumentos na
concentracdo de calcio no perfusato provocaram aumentos proporcionais na frequéncia

cardiaca e derivadas da pressdo no tempo.

PS PD FC dP/dt+ dP/dt-
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (mmHg/s) (mmHg/s)
Ca"0.5mM ( n=4) 38+5 02+1 170 + 28 578 + 175 381+ 125
Ca™"1.5mM ( n=4) 78 +9 0,1+0 180 + 16 1072 + 174 685 + 128
Ca 3mM (n=4) 118+ 15 ~03+2 201 +13 1483 + 353 1062 + 345
Ca"'5smM (n=4) 150+ 15 02+0 224 + 30 2278 + 371 1350 + 289

PS=pressdo sistélica do ventriculo esquerdo, PD=pressio diastolica do ventriculo esquerdo,
FC=frequéncia cardiaca, dP/dt+ = derivadas da pressdo no tempo. *P< 0,05 comparado com controle.

Como indicado nos resultados apresentados na Figura 14, aumentos
progressivos da atividade contratil dos coragdes ndo se acompanharam de ativa¢do do
complexo de sinalizagdo associado com a Fak. Isto foi demonstrado pela auséncia de
variacio no grau de fosforilagio em tirosina da Fak em coragdes perfundidos com

diferentes concentragdes de célcio.
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Figura 14: Valores percentuais médios (n=16) e exemplo representativo de blot de
imunoprecipitado com anticorpo anti-Fak e marcado com anticorpo

anti-fosfotirosina.

Da mesma forma, que para a ativagdo da Fak, aumentos isolados na
contratilidade ndo acompanharam-se de variagdes significativas da associagdo Fak/Grb2 e

ativacdo da FErk1/2, como demonstrado nos resultados da figura 15.
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Figura 15A: Valores percentuais médios (n=16) e exemplo representativo de blot de
imunoprecipitado de anticorpo anti-Fak e marcado com anticorpo anti-Grb2.
B. Valores percentuais médios (n=16) e exemplo representativo de blot

marcado com anticorpo anti-fosfo-Erk.
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5. DISCUSSAO
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No presente estudo examinamos o efeito do estimulo mecénico na atividade do
complexo de sinalizagdo associado a Fak em coragdes perfundidos em sistema
Langendorff. Estudos demonstraram que sobrecargas agudas em coragdes “in sifu” se
acompanham de ativa¢do da quinase de adesdo focal (Fak) e do complexo de sinalizagdo a
ela associado. Essa questdo dificilmente poderia ser esclarecida com a preparacdo “in situ”,
Jja que o coragdo pode sofrer influéncias multiplas durante constricgdo da aorta que incluem,
ndo apenas o estimulo mecanico, bem como a influéncia de hormonios circulantes como
angiotensina II, vasopressina e neurotransmissores, sabidamente liberados em niveis
elevados na circulag@o em situagdo de constricgdo aguda da aorta. Assim neste estudo foi
utilizado uma preparacdo de coragdo isolado para testar a hipétese de que o estimulo
mecénico ¢ nio a agdo de horménios circulantes ou de neurotransmissores € o responsavel
pela ativacdo da Fak e o complexo de sinalizagdo celular a ela associado, com aumento de

tensdao no coragao.

O nivel de fosforilagdo em tirosina da Fak e presumivelmente sua atividade, sua
associagdo com a Src, Grb2 e Erk1/2, bem como a atividade da Erk1/2 foram inicialmente
avaliados em ventriculo esquerdo de coragdes mantidos com batimento espontdneo e
submetidos a aumentos controlados da pressio diastélica através de baldo posicionado em
sua cavidade. Os resultados indicaram que, a ativagdo do mecanismo de Frank-Starling
induzido pelo aumento de pressdo diastélica do ventriculo esquerdo, ativa o complexo de
sinalizacdo celular associado a Fak, como demonstrado pelos aumentos na fosforilacdo em
tirosina da Fak e associacdo da Fak com Src¢c e Grb2. Estes fendmenos ocorreram
paralelamente a ativacio da Erk1/2, demonstrada pelo aumento na quantidade desta enzima
detectada com o anticorpo fosfo- especifico (Thr202/Tyr204)-Erk1/2. A idéia de que estes
mecanismos, mais que simultdneos, relacionam-se de maneira causal, foi indicada pelos
resultados dos experimentos de co-imunoprecipitagdo que demonstraram associa¢des entre
Fak e Erk1/2 e Fak e fosfo-Erk1/2 induzida pela ativagdo do mecanismo de Frank-Starling,
bem como pelos resultados de experimentos com imunohistoquimica que indicaram a

localizagdo coincidente destas duas enzimas no sarcoplasma dos cardiomidcitos.
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O aumento da pressdo diastélica do ventriculo esquerdo provoca altera¢des
complexas na estrutura e fungdo miocardicas que incluem, estiramento dos cardiomidcitos e
aumento na forga de contragido. Como ambas as condigdes, estiramento e aumento da forga
de contragio, poderiam provocar ativagdo do complexo de sinalizacdo associado com a
Fak, foram realizados experimentos para se avaliar seus efeitos isolados sobre a atividade

deste complexo de sinalizag@o.

Experimentos realizados com corag¢des perfundidos com solugfo cardioplégica,
submetidos a estiramentos controlados através de variagdes da pressio do baldo
intra-ventricular indicaram que o estiramento isoladamente pode ativar o complexo de

sinalizagdo celular associado com a Fak, bem como a Erk1/2.

Por outro lado, experimentos realizados em coragdes perfundidos com
diferentes concentragdes de célcio no tampdo de perfusdo permitiram avaliar se aumentos
na atividade contratil no miocardio € capaz de ativar o complexo de sinalizagdo associado a
Fak. Aumentos na concentfaq:ﬁo de célcio de 0,5 para 5 mM aumentaram a pressdo sistélica
progressivamente, com pressao diastolica mantida em 0 mmHg. Esses aumentos, ndo se
acompanharam de ativa¢do do complexo de sinalizagdo associado com a Fak, nem de
variagOes significativas da associagdo Fak/Grb2 ¢ ativagdo da Erk1/2.

Portanto, nossos resultados indicaram que o complexo de sinalizagdo associado
a Fak ¢ ativado pelo estiramento dos cardiomibcitos, reforcando a idéia de que este

complexo participa dos mecanismos de mecano-transdugdo no miocardio.

ESTIMULO MECANICO E ATIVACAO DA FAK

Vérios mecanismos poderiam estar envolvidos na ativag@o da Fak no miocardio
pelo estimulo mecéanico. Desta forma, podem ser citados mecanismos de sinalizagdo
associados ao citoesqueleto e as integrinas, liberagdo de fatores paracrinos/autoerinos pelo
estimulo mecénico e mesmo através da ativacdo de canais idnicos sensiveis a estiramento
(BURRIDGE & CHRZANOWSKA — WODNICKA,1996; JANMEY,1998; LIANG &
GARDNER.1998; SADOSHIMA et al.,1993; YAMAZAKI, KOMURO,KUDOH, 1996).
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As evidéncias disponiveis indicam que a ativagdo da Fak por estimulos
mecénicos se dd predominantemente através da ativagdo de integrinas e depende da
integridade do citoesqueleto, favorecendo a idéia de que a ativagdo da Fak pelo estimulo
mecAnico no miocidrdio é mediada por este mecanismo (SCHMIDT et al.,1998; SHYY &
CHIEN,1997). De acordo com esta hipotese, em estudos anteriores de nosso laboratorio
(FRANCHINI et al.,2000)., demonstramos que a ativagdo da Fak induzida por sobrecarga
pressora em miocérdio de ratos ocorre simultaneamente a uma rapida ligacdo da Fak com
filamentos de B-actina, sugerindo a dependéncia da ligagdo com o citoesqueleto para a

ativagd@o da Fak pelo estimulo mecanico.

Além disso, nossa demonstra¢do no presente estudo de que a Fak distribui-se
predominantemente ao longo do sarcolema, em sitios semelhantes aos costameros,
evidencia a hipétese de que a ativagdo da Fak no miocédrdio induzida pelo estimulo
mecanico ¢ dependente de mecanismos mediados por integrinas, ji que estas s@o proteinas

transmembrana.

Os eventos bioquimicos que precedem a ativagdo da Fak poderiam ser sensiveis
a varidveis mecanicas como tensdo passiva, estiramento, velocidade de variagdo na tensdo
local ou atividade contratil. Assim, qualquer destes eventos mecénicos poderia induzir a
transformagoes conformacionais das integrinas com conseqiiente ativagdo da Fak direta ou
indiretamente. As evidéncias disponiveis sugerem que a ativagdo das integrinas pelo
estimulo mecénico induz a ativagdo da Fak por expor a tirosina da posicdo 397 ao seu
proprio sitio ativo (autofosforilagdo). Além disso, indicagbes de que, a modificagdo do
dominio extracelular das integrinas por proteinas da matriz extracelular, produz as
modificagdes conformacionais necessarias na Fak para que esta enzima seja ativada e se

autofosforile no residuo de tirosina 397 (LIPFERT et al.,1992; SHATTIL et al.,1994).

Por outro lado, a Fak também pode ser ativada por mecanismos mediados por
agonistas hormonais ou locais via receptores de membrana especificos (GIANCOTTI &
RUOSLAHTI,1999).
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No nosso estudo, demonstramos que a ativagdo da Fak estd relacionada a
eventos que ocorrem quando o miocardio é submetido a tensdo passiva e/ou estiramento,
mas ndo o aumento de atividade contrétil ou na velocidade de aumento da tensio sistolica.
Contudo, o modelo experimental utilizado no presente estudo nio nos permitiu distinguir
entre os efeitos da tensdo per se e o estiramento como fator responsavel pela ativagdo da
Fak. E importante lembrar, no entanto, que o estiramento ou tensdo aplicados diretamente
nos dominios extracelulares de integrinas resultam em aumento na fosforilagio em tirosina
de proteinas citoplasmaticas e ativagdo de vias de sinalizagdo intracelulares, sugerindo que
as integrinas podem funcionar como mecanotransdutores (SCHIMIDT et al.,1998; SHYY
& CHIEN,1997; WANG, BUTTLER & INGBER,1993; WANG & INGBER,1994).
Estudos realizados em miusculos lisos da traquéia, contudo, sugeriram que 0 comprimento
do musculo mais que a tensdo € o estimulo primario para a regulacdo de atividade da Fak
pelo estimulo mecanico (TANG, MEHTA & GUNST, 1999).

ATIVACAO DA ERK1/2 INDUZIDA POR SOBRECARGA MECANICA

Nossos resultados que demonstraram associagdo a Fak a Grb2. Erkl1/2 e
p-Erk1/2 e a similaridade na distribui¢ado da Fak e da Erkl/2 nos midcitos cardiacos
sugerem que a Fak pode ser um ativador da via de crescimento celular mediada pela
Erk1/2. Esta hipétese foi fortalecida por nossos resultados que demonstraram que a
ativagdo da Erk1/2 durante sobrecarga do miocérdio € também dependente do estiramento
ou aumento na tensdo passiva, mas ndo da atividade contrétil. Estes resultados estdo de
acordo com resultados de estudos anteriores (BOGOYEVITCH et al,1996;
BOGOYEVITCH et al,1994; CLERK et al 1994; CLERK, MICHAEL & SUGDEN,
1998:; FRANCHINI et al.,2000; POST et al.,1996; YAMAZAKI et al.,1993; ZOU et al.,
1996), que demonstraram que a sobrecarga mecénica pode ativar a Erk1/2 no miocérdio.
Também estdo de acordo com evidéncias mais recentes que demonstraram que a ativagdo
da Erk1/2 pode ser controlada pela adesdo celular através da ativacdo da via integrina/Fak
(APLIN et al.,2001; MIYAMOTO et al.,1996).
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Contudo, além do estimulo mecanico, a Erk1/2 pode ser ativada por um grande
nimero de estimulos que agem através de hormonios, fatores de crescimento, peptideos
vasoativos, citocinas inflamatérias e isquemia (KYRIAKIS & AVRUCH, 2001).
Alternativamente o mecanismo integrina/citoesqueleto/Fak poderia colaborar para a
potencia¢dao dos efeitos de fatores de crescimento na ativagdo da Erkl1/2, utilizando-se da
rede de actina como suporte ¢ a Fak como co-ativador (APLIN et al.,2001; MIYAMOTO
et al.,1996). Contudo, a contribui¢do relativa da Fak para a ativagcdo da Erki/2 durante o

crescimento hipertrofico do miocardio permanece desconhecida.

Neste contexto, ¢ importante ressaltar que a Erk1/2 pode ser um importante
mediador do crescimento hipertréfico do miocardio. A ativagdo precoce da Erk1/2 em
midcitos cardiacos isolados em cultura contribuiu para a re-expressdo de genes fetais
marcadores de hipertrofia (BUENO et al.,2000). Mais recentemente, demonstrou-se que a
ativacdo permanente das vias de ativagdo da Erkl/2 em linhagem de camundongos
transgénicos com expressio de MEKI (Erk quinase) restrita ao coragdo desenvolvem
hipertrofia concéntrica, indicando a importincia da via de sinalizagdo mediada pela Erk1/2
para o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca (CLERK et al., 1994).
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6. CONCLUSAO




Os resultados indicaram que, a ativagdo do mecanismo de Frank-Starling
induzido pelo aumento de pressdo diastélica do ventriculo esquerdo, ativa o complexo de
sinalizacdo celular associado & Fak, como demonstrado pelos aumentos na fosforilagdo em
tirosina da Fak e associacio da Fak com Src e Grb2. Esses fendmenos ocorreram
paralelamente 4 ativacdo da Erk1/2, demonstrada pelo aumento na quantidade desta enzima
detectada com anticorpo fosfo-especifico e pelos resultados de experimentos de
imunohistoquimica que indicaram a localizagdo coincidente da Fak e da Erkl/2 no

sarcoplasma e sarcolema dos cardiomiécitos.

Experimentos realizados com coragdes perfundidos com solugdo cardioplégica,
submetidos a estiramentos controlados, indicaram que o estiramento isoladamente pode
ativar o complexo de sinalizagdo celular associado com a Fak, bem como a Erk1/2.
Por outro lado aumentos controlados da atividade contratil, sem estiramento miocardico,
ndo provocou alteragdo na atividade do complexo de sinalizacéo celular associado a Fak,
nem na atividade de Erk1/2.

Em geral, os resultados do presente estudo, permitem a conclusdo de que o
estimulo mecanico provocado pela ativagdo do mecanismo de Frank-Starling ativa o
complexo de sinalizagdo celular associado a Fak € a MAP Quinase Erk1/2 em miocardio de
ratos através do estiramento do miocardio. Desta forma, este mecanismo pode ser
considerado como um efetor da mecano-transdugdo no miocardio e presumivelmente no
mibeito cardiaco, envolvido potencialmente nos efeitos troficos do estimulo mecanico no

miocardio.
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The mechanical input plays a major role in cardiac adaptive responses to
hemodynamic overload. In addition of triggering the force-length mechanism and the
homeometric autoregulation, the mechanical input activates signaling mechanisms involved
on hypertrophic growth of cardiac myocytes, the hallmark of the myocardial structural
adaptation in response to sustained hemodynamic overload. How mechanical input is
converted to biochemical signals that induce the myocardial responses is still not
completely understood. However, increasing evidence support the notion that the living
cells transduce and transmit forces into biochemical signals through specialized focal sites
of the membrane whereby integrins connect the cytoskeleton to the extracellular matrix.
This includes cardiac and skeletal myocytes, where the costameres, the counterpart of focal
adhesion complex, connect the sarcolemma to sarcomere”Z lines through cytoskeletal
proteins. Such structures provide a continuous path for mechanical signal transfer from
extracellular matrix to internal organelles, sarcomere and nucleus. In addition, many
signaling molecules are immobilized and have their function dependent on the anchorage to

the cytoskeleton, which provide the physical basis for mechano-biochemical transduction.

Among the various signaling molecules involved on integrin-mediated
signaling, focal adhesion kinase (Fak) has received much attention, because experimental
evidence indicate that it plays a key role in the cellular effects elicited by the
integrin/cytoskeletal system, such as cell growth and gene expression. Fak activation has
been demonstrated in isolated cardiac myocytes subjected to pulsatile mechanical stretch
and overloaded feline and rat myocardium.The close relationship between increased load
and Fak/c-Src activation, Fak/PI-3 kinase/Grb2 association and the concurrent activation of
Akt and Erk1/2, two potential downstream effectors of the Fak multicomponent-signaling
complex, indicated that it may play a role in the earlier myocardial responses to increased

workload.

Thus, this study was designed to examine, in an isolated perfused heart
preparation, the separated influence of mechanical stimulus, tension development and
contractile activity on Fak activation during increases in myocardial workload. In addition,
the Erk1/2 activation, a downstream effector of Fak, was studied by using an anti-phospho-

specific antibody against Erk1/2. The relative importance of myocardial passive tension and
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contractile activity on load-induced Fak and Erk1/2 activation were examined by perfusing
isolated hearts with cardioplegic solution and by increasing calcium concentration in the
perfusate, respectively. Furthermore, the locations of Fak and Erk1/2 in cardiac myocytes

were confirmed by immunohistochemical analysis of myocardial sections.

Increases of diastolic pressure from ~0 up to ~15 mmHg rapidly
(within 10 min) increased Fak tyrosine phosphorylation (maximum: 2.3-fold) and binding
to c-Src (mx: 2.8-fold) and Grb2 (mx:3.6-fold). This was paralleled by a load-induced
activation of Erk1/2 (mx; 2.8-fold) as assessed with phospho-specific antibodies, and also
binding of Erk1/2 and phospho-Erkl/2 to Fak. Fak and Erkl/2 protein were
immunolocalized at sarcolemmal sites of cardiac myocytes, but consistent Fak and Erk1/2
immunoreactivity were also detected regularly distributed at sarcoplasma and in the case of
Erk1/2 at nuclei. Balloon inflation to raise ventricular pressure from ~0 to ~15 mmHg in
hearts perfused with cardioplegic solution activated Fak and Erk1/2 to levels comparable to
those seen in beating hearts. However, increases in contractile activity induced by the heart
perfusion with increasing calcium concentration (from 0.5 to 5 mM) did not activate Fak
multicomponent signaling complex or Erk1/2 in the myocardium. Over all, these findings
demonstrated that mechanical stretch rather than contractile activity, triggers Fak and

Erk1/2 activation during increased myocardium workload.

In conclusion, our results provide further argument for a role of Fak in the early
myocardial responses to mechanical stimuli. The demonstration here that stretch or passive
tension alone instead of increases in contractile activity can activate Fak and its
downstream effectors is compatible with the appealing hypothesis that load induced Fak
activation in myocardial cells could be linked to the integrin/citoskeletal signaling complex.
Furthermore, experiments showing that stretch or passive tension-induced binding of Fak to
Grb2, Erk1/2, and activated Erk1/2, and also a common localization of these enzymes at the
sarcolemma and sarcoplasma of cardiac myocyts, indicate a linkage between load-induced

Fak and Erk1/2 activation during mechanical overload.
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Domingos, Priscila P., Priscila M. Fonseca, Wilson
Nadruz, Jr., and Kleber G. Franchini. Load-induced focal
adhesion kinase activation in the myocardium: role of stretch

and vontractile activity. Am J Physiol Heart Circ Physiol 282:
H566-H584, 2002; 10.1152/ajpheart.00534.2001.—We in-
vestigated the influence of stretch and contractile activity
on load-induced activation of focal adhesion kinase (FAK)
and extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2 in iso-
lated rat hearts. Increases of diastolic pressure from ~0 to
~15 mmHg rapidly increased FAK tyrosine phosphorylation
(maximum: 2.3-fold) and binding to ¢-Sr¢ (maximum: 2.8-
fold) and Grb2 (maximum: 3.6-fold). This was paralleled by
activation (maximum: 2.8-fold) and binding of ERK1/2 to
FAK. FAK and ERK1/2 were immunolocalized at sarco-
lemmal sites of cardiac myocytes and in the nuclei, in the
case of ERK1/2. Balloon inflation to raise ventricular pres-
sure in hearts perfused with cardioplegic solution also acti-
vated FAK and ERK1/2. However, increases in contractile
activity induced by increasing calcium concentration in the
perfusate (from 0.5 to 5 mM) did not activate the FAK
multicomponent signaling complex or ERK1/2 in the myocar-
dium. These results indicate that stretch rather than con-
tractile activity induces FAK and ERK1/2 activation in the
myocardium. In addition, the activation and binding of
ERK1/2 to FAK suggest that FAK drives the load-induced
activation of ERK1/2.

cytoskeleton; cell signaling; rat heart

MECHANICAL INPUT PLAYS A MAJOR ROLE in cardiac adaptive
responses to hemodynamic overload (10). In addition to
triggering the force-length mechanism and homeomet-
ric autoregulation, mechanical input activates signal-
ing mechanisms involved in hypertrophic growth of
cardiac myocytes, the hallmark of the myocardial
structural adaptation in response to sustained hemo-
dynamic overload (11, 27). How mechanical input is
converted to biochemical signals that induce the myo-
cardial hypertrophic response is still not completely
understood. However, increasing evidence supports
the notion that living cells transduce and transmit
forces into biochemical signals through specialized fo-
cal sites of the membrane, whereby integrins connect
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the cytoskeleton to the extracellular matrix (6, 16, 17,
23). This includes cardiac and skeletal myocytes,
where the costameres, the counterpart of the focal adhe-
sion complex, connact the sarcolamma to sarcomere 7
lines through cytoskeletal proteins (4, 12, 15, 25, 33,
38). Such structures provide a continuous path for
mechanical signal transfer from the extracellular ma-
trix to the sarcomere, nucleus, and internal organelles.
In addition, many signaling molecules are immobilized
and have their function dependent on the anchorage to
the cytoskeleton, which provides a physical basis for
mechanobiochemical transduction (6, 14, 17).

Among the various signaling molecules involved in
integrin-mediated signaling, focal adhesion kinase
(FAK) has received much attention because experi-
mental evidence indicates that it plays a key role in the
cellulax effects elicited by the integrin/cytoskeletal sys-
tem, such as cell growth and gene expression (6, 14).
The precise mechanism that links integrins to FAK
activation is unknown, although it is clear that inte-
grin clustering mediates FAK autophosphorylation,
predominantly at Tyr®®7 (7, 29). After autophosphory-
lation, additional tyrosine residues of FAK are phos-
phorylated through the action of ¢-Sre, which binds to
FAK at Tyr®®7 via its SH2 domain (7, 29). This leads to
the binding of other SH2 domain proteins such as
phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) (14) and the Grb2/
Sos complex (30), which in turn activate, among others,
the Akt and Ras/mitogen-activated protein (MAP) ki-
nase signal transduction cascades, respectively (30,
36). FAK activation has been demonstrated to occur in
isolated cardiac myocytes subjected to pulsatile me-
chanical stretch and in overloaded feline and rat myo-
cardium (13, 18, 20, 32). With the use of an experimen-
tal preparation in which the in situ rat heart was
subjected to controlled pressure overload, we were able
to show that pressure overload elicits rapid activation
of the multicomponent signaling ecomplex associated
with FAK in the rat heart (13). The close relationship
among increased load and FAK/c-Src activation, FAK/
PI3K/Grb2 association, and the concurrent activation
of Akt and extracellular signal-regulated kinase
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(ERK)1/2, two potential downstream effectors of the
FAK multicomponent signaling complex, indicated
that it may play a role in the earlier myocardial re-
sponses to increased workload. Although these results
provide evidence that FAK is activated in response to
hemodynamic overload, the fact that they were ob-
tained in an “in situ” preparation precluded a better
understanding about the nature of the mechanical
forces involved in this process.

Thus the present study was designed to examine, in
an isolated perfused heart preparation, the separate
influences of mechanical stimulus, tension develop-
ment, and contractile activity on FAK activation dur-
ing increases in myocardial workload. In addition,
ERK1/2 activation, a downstream effector of FAK was
studied by using an anti-phospho-specific antibody
against ERK1/2. The relative importance of myocardial
passive tension and contractile activity on load-in-
duced FAK and ERK1/2 activation were examined by
perfusing isolated hearts with cardioplegic solution
and by increasing calcium concentration (Cao) in the
perfusate, respectively. Furthermore, the localization
of FAK and ERK1/2 in cardiac myocytes were con-
firmed by immunohistochemical analysis of myocardial
sections. Our findings demonstrate that mechanical
stretch, rather than contractile activity, triggers FAK
and ERK1/2 activation during increased myocardium
workload.

METHODS
Antibodies and Chemicals

Antibodies against FAK, c-Src, Grb2, ERK1/2, phosphory-
lated (Thr***Tyr?*")-ERK1/2, and phosphotyrosine were
purchased from Santa Cruz Biotechnology. Affinity-purified
rabbit anti-mouse IgG was from Dako. '2*I-labeled protein A
([***T)protein A), anti-rabbit IgG-biotin, and streptavidin-
peroxidase were from Amersham. Protein A-Sepharose 6MB
was from Pharmacia. All other reagent grade chemicals were
from Sigma.

Isolated Perfused Heart Preparation

All animals received care in compliance with the principles
of laboratory animal care formulated by the university's
Animal Care and Use Committee. Wistar rats weighing ~200
g were anesthetized with pentobarbital sodium (50 mg/kg ip).
After intravenous administration of heparin (500 IU/kg), the
rats’ chests were opened, and the hearts were rapidly excised
and mounted on a nonrecirculating Langendorff perfusion
apparatus. Retrograde perfusion was established at a pres-
sure of 70 mmHg with oxygenated normothermic HEPES
buffer (pH 7.4) containing (in mM) 20 HEPES, 137 NaCl, 1.2
MgS0s4, 5 KCl, 1.5 CaCly, and 16 p-glucose. In experiments
performed to analyze the influence of changes in contractile
activity on FAK activation, Cao of HEPES buffer was in-
creased from 0.5 mM to 1.5, 3.0, and 5.0 mM. To evaluate the
contribution of passive tension-stretch on FAK activation,
the hearts were perfused with a cardioplegic solution con-
taining (in mM) 20 HEPES, 127 NaCl, 15 KCl, 1.2 MgSO0,,
1.5 CaClg, and 16 D-glucose; pH 7.4. A small fluid-filled latex
balloon connected to a polyethylene-50 tube was positioned
into the left ventricular chamber and connected to a pressure
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transducer calibrated to a mercury manometer for ventricu-
lar pressure monitoring. The pressure signal was amplified
(GP4A General Purpose Amplifier, Stemtech), digitized using
an analog-to-digital converter, and visualized on a personal
computer loaded with Windaq software (DATAQ). Data were
stored on a disk for off-line analyses. Pressure was recorded
at different intraventricular volumes according to the proto-
cols described in Experimental Design.

Tissue Homogenization

After the pressure recording session, the heart was rapidly
removed from the perfusion apparatus, and the left ventricle
was minced coarsely and homogenized in ~10 volumes of
solubilization buffer [1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCIl (pH
7.4), 100 mM sodium pyrophosphate, 100 mM sodium fluo-
ride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride, and 0.1 mg/ml aprotinin] at 4°C with
a Polytron operated at maximum speed for 30 s. The extract
was centrifuged at 10,000 g at 4°C for 30 min, and the
supernatant was used for the assay. Protein concentration
was determined with the Bradford dye-binding method. The
supernatant was treated with Laemmli sample buffer con-
taining 100 mM dithiothreitol heated in a boiling water bath
for 4 min and then resolved on SDS-PAGE (8% bis-acryl-
amide) in a Bio-Rad miniature gel apparatus (Mini-Protean,
Bio-Rad Laboratories; Richmond, CA). Equal amounts of
total protein were used for all samples.

Protein Analysis by Immunoblotting

Aliquots of whole extracts or immunoprecipitated proteins
with specific antibodies and protein A-Sepharose were
treated with Laemmli sample buffer containing 100 mM
dithiothreitol and heated in a boiling water bath for 4 min,
after which they were subjected to SDS-PAGE (8% bis-acryl-
amide) in a Bio-Rad miniature gel apparatus (Mini-Protean).
Electrotransfer of proteins from the gel to nitrocellulose
membrane was performed for 90 min at 120 V (constant) in a
Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean). Non-
specific protein binding to the nitrocellulose membrane was
reduced by preincubating the filter overnight at 4°C in block-
ing buffer (5% nonfat dry milk, 10 mM Tris, 150 mM NaCl,
and 0.02% Tween 20). The nitrocellulose membrane blot was
incubated with anti-FAK, anti-Sre, anti-phosphotyrosine, anti-
Grb2, anti-ERK1/2, or anti-phosphorylated ERK1/2 antibodies
diluted in 10 ml of blocking buffer (3% BSA instead of nonfat
dry milk) overnight at 4°C and then washed for 60 min in
blocking buffer without milk or BSA. The blots were subse-
quently incubated with 2 pCi [*25]]protein A (30 pCi/pg) in
10 ml of blocking buffer for 2 h at room temperature and then
washed again for 30 min as described above. [*2°I]protein A
bound to the specific antibodies was detected by autoradiog-
raphy using preflashed Kodak XAR film (Eastman Kodak;
Rochester, NY) with Cronex Lightning Plus intensifying
screens (DuPont; Wilmington, DE) at —80°C for 24 h. Band
intensities were quantified by optical densitometry (model
GS 300 densitometer, Hoefer Scientific Instruments; San
Francisco, CA) of the developed autoradiographs.

Tissue Preparation for Morphometry
and Immunohistochemistry

The ventricles were fixed by overnight immersion with 4%
paraformaldheyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, and
processed to inclusion in Histotec (Merck). Sections used for
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morphometric analysis of cardiac myocytes were stained with
hematoxylin-eosin. Sections for immunochistochemistry (5
pm thick) were transferred to poly-L-lysine-coated glass
slides. The endogenous peroxidase activity was blocked by
treatment with 0.03% H20- in 0.1 M phosphate-saline buffer
(PBS) at room temperature, for 30 min. The sections were
preincubated in blocking buffer (5% nonfat dry milk on 0.1 M
PBS) for 45 min at room temperature, followed by overnight
incubation with the primary antibodies anti-FAK (1:100 di-
lution) and anti-ERK1/2 (1:75 dilution) at 4°C. The sections
were extensively rinsed in 0.05 M PBS and incubated with
biotin-conjugated secondary antibodies (1:300 dilution) for
2 h at 25°C. After sections were washed as above, they were
incubated with streptavidin-peroxidase complex (1:500 dilu-
tion) for 45 min at room temperature, rinsed again, and then
subjected to freshly prepared diaminobenzidine (0.5 mg/ml)
containing H2O2 (0.8%) for 5 min. The sections were then
counterstained with hematoxylin and treated with lithium
carbonate. Secondary antibody specificity was tested in a
series of positive and negative control measurements. In the
absence of primary antibodies, application of secondary an-
tibodies (negative controls) failed to produce any significant
staining.

Experimental Design

Group 1: diastolic-systolic pressure relationship. After the
baseline pressure-recording period (15 min), the volume of
the balloon positioned into the left ventricle of each beating
heart was increased to raise the diastolic pressure from ~0
mmHg to ~5, 10, or 15 mmHg for 10 min. In control hearts,
the balloon pressure was maintained at the baseline level for
10 min more. After this period, the hearts were rapidly
removed and processed for Western blotting and histology.

Group 2: perfusion with cardioplegic solution. In this pro-
tocol, the hearts were perfused with a cardioplegic solution.
The balloon positioned into the left ventricle was filled to
maintain its pressure at ~0 mmHg for 15 min. After this
period, the balloon was further inflated to raise the filling
pressure to ~ 5, 10, or 15 mmHg for 10 min more before the
hearts were removed and homogenized for Western blotting.

Group 3: changes in Cao. In this group, the hearts were
prepared as described for group I, but they were perfused
with buffers containing Cao of ~0.5, 1.5, 3.0, and 5.0 mM.
Diastolic pressure was maintained at ~0 mmHg along the
25-min experimental period. After this period, the hearts
were rapidly removed and processed for Western blotting.

Statistical Analysis

Data are presented as means = SE. Differences between
mean values were tested with one-way ANOVA for repeated
measures and Bonferroni’s multiple-range test. P < 0.05 was
considered significant.

RESULTS

Increases in Diastolic Pressure Activate FAK
Multicomponent Signaling Complex and ERK1/2
in Rat Myocardium

The functional parameters and the diameters of car-
diac myocytes of perfused hearts in which diastolic
pressure was raised from ~0 to ~15 mmHg are shown
in Fig. 1A and Table 1. Increases of diastolic left ven-
tricular pressure produced the expected increases of
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left ventricular systolic pressure, with no significant
effect on spontaneous heart rate or on the rate of
systolic pressure increase or decrease. The increases in
left ventricular diastolic pressure were paralleled by
reductions in the diameter of cardiac myocytes, indi-
cating that these cells were progressively stretched by
the increasing balloon inflation (Table 1). Moreover,
the increases in the left ventricular diastolic and sys-
tolic pressures induced by the left ventricular balloon
inflation were accompanied by increases in the tyrosine
phosphorylation of FAK (Fig. 1B). Increases in dia-
stolic pressure from ~0 to ~5 mmHg, which increased the
systolic pressure by ~15 mmHg and reduced the cardiac
myocytes diameter by ~15%, were accompanied by a
twofold increase in the amount of tyrosine-phosphory-
lated FAK (Fig. 1B). Modest additional increases of
FAK tyrosine phosphorylation were observed with bal-
loon inflation to increase diastolic pressure to ~10 and
~15 mmHg.

FAK autophosphorylation at Tyr3®? recruits and ac-
tivates c-Src, which is responsible for further tyrosine
phosphorylation of FAK at residues Tyr575-577 Tyr861
and Tyr%%5 (6, 9, 14, 29, 30). This elicits further recruit-
ment of signaling molecules such as Grb2, PI3K, and
paxillin, resulting in the formation of a multicompo-
nent signaling complex linked to various cellular funec-
tions. As shown in Fig. 1C, the load-induced FAK
tyrosine phosphorylation was accompanied by an in-
crease in the amount of c-Src coimmunoprecipitated
with FAK, indicating a load-induced binding of ¢-Sre to
FAK. This was also paralleled by increases in the
binding of Grb2 to FAK (Fig. 1D).

Grb2 potentially links the FAK signaling complex to
the Ras/ERK1/2 pathway, related to gene regulation
and cell growth. The load-induced activation of ERK1/2
was demonstrated by consistent increases in the
amount of ERK1/2 detected with a specific antibody
against phosphorylated (Thr?°%/Tyr?%¢)-ERK1/2 in the
homogenates of hearts subjected to increased diastolic
pressure (Fig. 24). The link between FAK and ERK1/2
activation was further demonstrated by the load-de-
pendent coimmunoprecipitation of FAK and ERK1/2
and phosphorylated ERK1/2 shown in Fig. 2B.

Immunohistochemical analysis indicated that myo-
cardial FAK protein was localized mainly in cardiac
myocytes (Fig. 3A). At higher magnification (Fig. 3B),
FAK immunoreactivity appeared along the sarco-
lemma of cardiac myocytes and also in spots regularly
distributed at the sarcoplasm, resembling the distribu-
tion of T-tubules. Immunohistochemical staining was
also performed to determine the localization of ERK1/2
in the myocardium. As shown in Fig. 3, C and D,
ERK1/2 protein was localized at the nuclei of cardiac
myocytes, but a consistent sarcolemmal and sarcoplas-
mic localization was also detected. The distribution
pattern of ERK1/2 in the cardiac myocytes, resembling
the FAK distribution pattern, suggests the colocaliza-
tion of FAK and ERK1/2 both at the sarcoplasmic and
sarcolemmal sites.

AJdP-Heart Circ Physiol « VOL 282 « FEBRUARY 2002 « www.ajpheart.org

Anexo

93



LOADING SIGNAL TRANSDUCTION IN THE MYOCARDIUM

A ) B P:anti-Fak

130 e 280
£ 120 ¥ 240
2
110 B 200
k. s £
2 'E 100 = 160
- [+
2 B g g 120
i £
'5 o £ 30
o
0 40
0 4 8 12 16 0
Diastolic Pressure (mmHg) 0
IP:anti-Fak IP:anti-Fak
IB:anti-Src b P ﬁ m s0kDa 1B:anti-Grb2
g0 - 420
x
300 360
%*
_zE; 240 %] 300
=] % - 240
g 180 &
180
£ E
5 € 120
Q
60 60
0 1}
0 5 10 15 (mmHg) 0

Effect of Myocardial Passive Tension/Stretch on FAK
and ERK1/2 Activation

Because increases in left ventricular diastolic pres-
sure increased systolic pressure, it was not possible, in
beating hearts, to distinguish between myocardial
stretch and contractile activity as the major determi-
nant of load-induced FAK and ERK1/2 activation. To
test for the ability of increases in passive tension/
stretch to activate these enzymes, we performed exper-
iments in arrested hearts. As indicated in Fig. 4A,
raising intraventricular pressure in these hearts still
increased FAK tyrosine phosphorylation as well as the
binding of c¢-Sre (Fig. 4B) and Grb2 (Fig. 4C) to FAK.

IB:anti-Fak w LT “

-

- Da

Fig. 1. Load-induced activation of the
focal adhesion kinase (FAK) multicom-
ponent signaling complex in the iso-
lated perfused rat heart. A: graphic
* %* showing the diastolic/peak systolic

g pressure relationship of isolated per-
fused rat hearts (n = 7). B: represen-

tative blots (top) of immunoprecipi-
tated (IP) FAK from myocardial
extracts stained with anti-FAK and
anti-phosphotyrosine (anti-«Py) anti-
bodies. Increases in diastolic/peak sys-
tolic pressure above the baseline val-
ues (0/81 mmHg) was accompanied by
increases in the amount of FAK ty-
rosine phosphorylation, whereas the

3 4 13, fmmEg) amount of FAK remained constant.
The graphic (bottom) shows the aver-

e age values of the increases in FAK ty-

. St rosine phosphorylation as percent

changes compared with baseline val-
wes (100%) ahtained by denaitometric
readings of blots (n = 7). C: represen-
tative blot (top) and average wvalues
(bottom) of the amount of c-Src coim-
munoprecipitated with FAK from ho-
mogenates of hearts subjected to in-
creasing workload (n = 7). D:
representative blot ({op) and average
values (bottom) of the amount of Grb2
coimmunoprecipitated with FAK (n =
7 hearts). *P < 0.05 compared with
control values. IB, immunoblotting.

5 10 15

(mmHg)

Moreover, myocardial stretch was followed by ERK1/2
activation (Fig. 54) and binding to FAK (Fig. 5B).

Effects of Increases in Contractile Activity on FAK
and ERK1/2 Activation

To examine whether increases in myocardial con-
tractile activity alone are able to activate myocardial
FAK and ERK1/2, experiments were performed in
which the isolated hearts were perfused with different
Cag in the perfusate buffer. As shown in Fig. 64,
increases in the perfusate Cag from 0.5 to 5 mM in-
duced progressive increases in systolic pressure. This
occurred while the diastolic pressure was maintained

Table 1. Functional parameters and diameters of cardiac myocytes of perfused hearts in which diastolic

pressure was raised from ~0 to 15 mmHg

Diastolic Pressure, mmHg

0 5 10 15
Systelic pressure, mmHg 81+4 98 £ 5+ 112 +6* 120 = 5*
Diastolic pressure, mmHg 1+0.5 4x0.7% 10> 1* 141"
Heart rate, beats/min 265+17 275+15 268+ 12 250+ 20
+dP/dt, mmHg/s 1,717x82 1,816 = 89 1,973=x114 2,068+120
—dP/d¢, mmHg/s 1,152 =53 1,428 +92 1,378 =62 1.400 =80
Myocyte diameter, pm 9+04 7.9+0.5% 7.4+0.7* 5.8x0.6*

Values are means * SE. +dP/d¢ and —dP/d¢, rate of left ventricular pressure rise or decrease, respectively. *P < 0.05 compared with

control values.
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Fig. 2. Load-induced extracellular sig-
nal-regulated kinase (ERK)1/2 activa-
tion in isolated perfused rat hearts. A:
representative blots (top) of the amount
of ERK1/2 and activated ERKV2 de-
tected by anti-ERKL1/2 and anti-phos-
phorylated (Thr?°%Tyr?%4)-ERK1/2 (P-
ERK) in the homogenates of hearts
subjected to increasing workload. The
graphic (bottom) represents the average
values of the increases in P-ERKL2 as
percent changes compared with baseline
values (100%) obtained by densitomet-
ric readings of blots (n = 6). B: repre-
sentative blots (top) of ERKVL2 and
P-ERKV/2 coimmunoprecipitated with
FAK from homogenates of rat hearts
subjected to increasing workload. The
graphic (hottom) represents the aver-
age values (n = 6) of experiments of the
increases in P-ERKV/2 coimmunopre-
cipitated with FAK. *P < 0.05 com-
pared with control values.

at 0 mmHg. Western blot analysis of FAK tyrosine
phosphorylation showed that increases in contractile
activity were not accompanied by FAK activation (Fig.
8B). In addition, no change could be demonstrated in
the amount of ¢-Sre and Grb2 (Fig. 6C) associated with

Fig. 3. Myocardial distribution of FAK
and ERK1/2. A and B: localization of
FAK protein (arrowheads) as seen in
longitudinal and transversal myofiber
sactions, FAK staining was detacted
predominantly at sarcolemmal sites,
but spots ars also observed regularly
distributed in the sarcoplasma. C and
D: ERKU/2 protein localization (arrow-
heads and arrows) in longitudinal and
transversal myocardial sections. The
staining for this protein was detected
in the myocyte nuclei, but it was also
found at sarcolemmal and sarcoplas-
mic sites in a distribution similar to
that of FAK. Magnification, % 1,150.
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immunoprecipitated FAK in the homogenates of hearts
perfused with different Cao. Besides the lack of FAK
multicomponent signaling complex activation, in-
creases in contractile activity alone could not activate
ERK1/2, as indicated by the absence of changes in the
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Fig. 4. Effect of increases in left ventricular pressure in isolated rat hearts perfused with a cardioplegic solution
in the activation of the FAK multicomponent signaling complex. A: representative blot (top) and average values
(bottom; n = 6) of FAK tyrosine phosphorylation detected with anti-aPy in the homogenates of arrested hearts
subjected to increasing pressure by the balloon inflation. B: representative blot (top) and average values (bottom; n =
6) of the amount of c-Src ecoimmunoprecipitated with FAK from homogenates of arrested hearts subjected to increasing
passive tension. C: representative blot ({op) and average values (bottom; n = 6) of the amount of Grb2 coimmu-
noprecipitated with FAK from homogenates of arrested hearts subjected to increasing passive tension. *P < 0.05
compared with the values observed in hearts maintained with diastolic pressure of ~0 mmHg (control values).

amount of ERK1/2 detected by the phospho-specific
antibody (Fig. 6D).

DISCUSSION

The present study examined the mechanical factors
contributing to load-induced activation of the FAK
multicomponent signaling complex in the myocardium
of isolated perfused rat hearts. The results showed that
the activation of the Frank-Starling mechanism in-
duced by increases in left ventricular diastolic pressure

elicited activation of the FAK multicomponent signal-
ing complex, as indicated by the load-induced FAK
tyrosine phosphorylation and binding to e¢-Src and
Grb2. Immunohistochemical analysis of myocardial
sections confirmed that most of the myocardial FAK
was localized in cardiac myocytes. The relative influ-
ences of increases in passive tension/stretch and con-
tractile activity on the activation of the FAK multicom-
ponent signaling complex were assessed by comparing
the effects of increases in passive tension/stretch in

Fig. 5. Effect of increases in left ven-
tricular pressure in isolated rat hearts
perfused with a cardioplegic solution in
the activation of ERK1/2. A: represen-
tative blot (top) and average values
* (bottom; n = 6) of the amount of acti-
vated ERKLV2 detected by anti-P-
ERKV/2 (Thr?°%/Tyr?%) in the homoge-
nates of arrested hearts subjected to
increasing passive tension. B: repre-
sentative blots (top) and average val-
ues (bottom; n = 6) of P-ERK1/2 coim-
munoprecipitated with FAK from
homogenates of rats subjected to in-
creasing passive tension. *P < 0.05
compared with control values.
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hearts perfused with a cardioplegic solution with those
of increases in contractile activity induced by raising
Cao in the perfusion buffer. Increases in the myocar-
dial passive tension/stretch activated the FAK multi-
component signaling complex to the same levels as the
ones observed in beating hearts after the activation of
the Frank-Starling mechanism. However, increases in
contractile activity induced by increases in Cap were
unable to activate this signaling system. In addition, it
was shown that load-induced FAK activation was ac-
companied by a simultaneous activation of ERK1/2 and
binding of ERK1/2 and activated ERK1/2 to FAK.
These effects were also related to increases in myocar-
dial passive tension/stretch rather than to its contrac-
tile activity. These results indicate that FAK activation
drives, at least partially, the load-induced activation of
ERK1/2. This notion was strengthened by the demon-
stration that FAK and ERK1/2 are similarly distrib-
uted at sarcolemmal and sarcoplasmic sites of cardiac

myocytes.
Mechanical Stress and FAK Activation

Activation of the FAK multicomponent signaling
complex induced by increases in mechanical input to
myocardial cells might be mediated by a number of
factors, namely, the engagement and activation of cy-
toskeletal proteins associated with the cytoplasmic do-
mains of integrins, release of autocrine/paracrine fac-
tors, or stretch-induced activation of ion channels (6,
17, 21, 28, 40). However, studies in cells in culture

AJP-Heart Circ Physiol = VOL 282

showing the strict dependence of FAK activation by
mechanical stimuli on integrin engagement and cy-
toskeletal integrity favor the hypothesis that the inte-
grin/cytoskeletal complex is the dominant mechanism
of FAK activation in cells subjected to mechanical
stress (31, 35). Accordingly, in our previous study (13),
we showed a rapid binding of FAK to B-actin, simulta-
neous with its activation in the myocardium of rats
subjected to acute pressure overload. Moreover, our
demonstration here that FAK is chiefly distributed
along the sarcolemma, at sites resembling the cos-
tameres, further supports the hypothesis that the in-
tegrin/cytoskeleton complex is centrally involved in the
activation of myocardial FAK in response to mechani-
cal stimuli.

Biochemical events that precede FAK activation
might be sensitive to mechanical events related to
increases in passive tension, stretch, rate of increases
in local tension, or contractile activity. The prevailing
hypothesis suggests that integrins may respond to me-
chanical stress and activate FAK by inducing the ex-
posure of its Tyr*®7 phosphorylation site to its kinase
domain. Occupation of integrin receptors by extracel-
lular matrix proteins is one mode of inducing autophos-
phorylation of Tyr®®7 (22, 34). Otherwise, activation of
FAK via growth factors or other mediators is thought
to occur via activation of transmembrane receptors
(14). Presently, we have shown that FAK activation is
related to events occurring when the myocardium is
subjected to passive tension/stretch but not to contrac-
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tile activity or the rate of increases in systolic tension.
However, the experimental model used in the present
study did not allow distinction between the effects of
tension per se and stretch as the factor responsible for
FAK activation. Mechanical stretch or tension applied
directly to the extracellular domain of integrins results
in increased protein tyrosine phosphorylation, cy-
toskeletal stiffening, and the activation of downstream
signaling pathways, suggesting that integrins can
function as mechanotransducers (31, 35, 42, 43). Stud-
ies in tracheal smooth muscle, however, have sug-
gested that muscle length rather than tension is the
primary stimulus for mechanosensitive regulation of
FAK activity (37).

Cardiac myocytes are normally subjected to cyclic
changes in load. In this regard, a recent study (39) has
shown differences in the activation of signaling mech-
anisms in response to load and stretch during systolic
and diastolic phases of the cycle. Different phenotypic
responses were observed in cardiac myocytes subjected
to stretch during the contraction or relaxation phase of
the cycle. Possible differences in the efficiency of load-
induced FAK activation by stretch of the myocardial
cell during systole or diastole were not explored in the
present study and remain an open question.

Load-Induced Activation of ERK1/2 Via FAK
Multicomponent Signaling Complex

Experiments showing a load-dependent association
of FAK to Grb2, ERK1/2, and phosphorylated ERK1/2
to FAK and a similar distribution of FAK and ERK1/2
at sarcoplasmic and sarcolemmal sites indicated that
FAK activation may function as an upstream activator
of ERK1/2 in cardiac myocytes. This hypothesis was
strengthened by our results showing that load-induced
ERK1/2 activation is also dependent on myocardial
stretch or increases in passive tension rather than on
contractile activity. These results are in accord with
the results of previous studies (2, 3, 8, 9, 13, 26, 41, 44)
that showed load-induced activation of ERK1/2 in the
myocardium and cardiac myocytes. They also agree
with recent evidence showing that activation of
ERK1/2 may be controlled by cellular adhesion via
integrins/FAK activation (1, 24). However, in addition
to mechanical stimuli, ERK1/2 can be activated by a
wide variety of different stimuli acting through diverse
receptor families, including hormones and growth fac-
tors, vasoactive peptides, transforming growth factor-
B-related polypeptides, inflammatory cytokines of the
tumor necrosis factor family, and environmental
stresses such as osmotic shock, ionizing radiation, and
ischemic injury (19). Alternatively, the integrin/cy-
toskeleta/FAK mechanism might collaborate in the
enhancement of growth factor activation of the ERK1/2
pathway by utilizing the actin network as a scaffold
and FAK as a coactivator (1, 24). However, the relative
contribution of FAK to ERK1/2 activation via the inte-
grin/cytoskeleton system to load-induced myocardial
hypertrophy remains unclear.

H563

ERK1/2 are implicated as important regulators of
cardiomyocyte hypertrophic growth in culture. The
early activation of ERKV/2 in cardiac myocytes has
been suggested to contribute to the reexpression of
fetal ventricular genes (e.g., atrial natriuretic factor,
B-myosin heavy chain, and skeletal muscle a-actin).
More recently, studies (5) have shown that permanent
activation of the ERK1/2 pathways in transgenic mice
lines with cardiac-restricted expression of an activated
MAP or ERK kinase (MEK)1 cDNA developed concen-
tric hypertrophy. This indicates that the MEKI-
ERK1/2 signaling pathway stimulates a physiological
hypertrophic response associated with augmented car-
diac function and partial resistance to apoptotsis. The
relative importance of integrin/FAK to these mecha-
nisms is unknown.

In conclusion, our results provide further argument
for a role of FAK in the early myocardial responses to
mechanical stimuli. The demonstration here that
stretch or passive tension alone instead of increases in
contractile activity can activate FAK and its down-
stream effectors is compatible with the appealing hy-
pothesis that load-induced FAK activation in myocar-
dial cells could be linked to the integrin/cytoskeletal
signaling complex. Furthermore, experiments showing
that stretch- or passive tension-induced binding of
FAK to Grb2, ERK1/2, and activated ERK1/2, and also
a common localization of these enzymes at the sarco-
lemma and sarcoplasma of cardiac myocytes, indicate a
linkage between load-induced FAK and ERK1/2 acti-
vation during mechanical overload. Whether this path-
way is critical for load-induced hypertrophy in the
myocardium deserves further study.

This study was supported by Fundagao de Auxilio & Pesquisa do
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Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico Grant 521098/97-1.
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