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RESUMO
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Doengas do coragdo cursam frequentemente com hipertrofia do miocardio. Estimulos
mecanicos e neuro-humorais sdo sinalizadores criticos para o crescimento hipertréfico dos
cardiomidcitos nos varios processos patologicos. Neste contexto, estudos indicam que a
quinase de adesdo focal (FAK), uma proteina tirosino-quinase que participa dos
mecanismos de sinalizagdo por integrinas, ¢ uma mediadora importante do crescimento
hipertréfico do ventriculo esquerdo (VE). Este estudo teve como objetivo avaliar a
influéncia da FAK na indugdo da hipertrofia e na deterioragdo do VE induzidas por
sobrecarga pressorica cronica em camundongos através de estratégia de interferéncia por
RNA. A coarctagdo da aorta em camundongos induziu a hipertrofia do VE acompanhada
pelo aumento da expressdo e atividade da FAK no miocéardio. A infusdo de siRNA
especifico para FAK (siRNApak), via veia jugular, levou ao silenciamento génico
prolongado da FAK (~70%) no VE normal e também no hipertréfico. O knockdown da
FAK foi confirmado nos miocitos e fibroblastos cardiacos provenientes do VE de
camundongos. O silenciamento da FAK foi acompanhado tanto da prevencdo como
regressao da hipertrofia do VE. A fun¢do do VE foi preservada e a taxa de sobrevivéncia
foi maior nos camundongos tratados com siRNArak, apesar da persisténcia da sobrecarga
pressorica. Estes achados foram paralelos a atenuagdo do crescimento hipertrofico dos
cardiomiocitos e da expressao do marcador de hipertrofia B-MHC no VE sob sobrecarga
pressorica. O silenciamento da FAK também atenuou o aumento da fibrose intersticial,
conteudo de coldgeno e atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) no VE submetido ao
estimulo mecanico. Em fibroblastos extraidos de coragdes hipertroficos, o silenciamento da
FAK foi concomitante & diminui¢cdo da expressao de MMP-2. Assim, estes dados indicam
que a sinaliza¢do mediada pela FAK ¢ necesséria ndo apenas para o desenvolvimento, mas

também para sustentar a hipertrofia em resposta a sobrecarga pressorica cronica.

Resumo

xlvii



ABSTRACT

i}



Hypertrophy is a critical event in the onset of failure in chronically overloaded hearts.
Mechanical stress and neurohumoral factors signaling factors have been considered the
main triggering stimuli for the installation of hypertrophy in cardiac myocytes in a variety
of pathological process. In this context, focal adhesion kinase (FAK), a key protein of the
integrin signaling pathway, has attracted particular attention as a mediator of hypertrophy
induced by increased load. This study was performed to address the influence of FAK in
the pathophysiology of cardiac hypertrophy and failure induced by chronic pressure
overload in mice using RNA interference methodology. Aortic constriction in mice induced
left ventricle (LV) hypertrophy and increased expression and phosphorylation of FAK.
Intrajugular delivery of specific small interfering RNA induced prolonged FAK silencing
(~70%) in both normal and hypertrophic LVs. Studies in cardiac myocytes and fibroblasts
harvested from LVs confirmed the ability of the systemically administered specific small
interfering RNA to silence FAK in both cell types. Myocardial FAK silencing was
accompanied by prevention, as well as reversal, of load-induced left ventricular
hypertrophy. The function of LVs was preserved and the survival rate was higher in banded
mice treated with small interfering RNA targeted to FAK, despite the persistent pressure
overload. Further analysis indicated attenuation of cardiac myocyte hypertrophic growth
and of the rise in the expression of f-myosin heavy chain in overloaded LVs. Moreover,
FAK silencing was demonstrated to attenuate the rise in the fibrosis, collagen content, and
activity of matrix metalloproteinase-2 in overloaded LVs, as well as the rise of matrix
metalloproteinase-2 protein expression in fibroblasts harvested from overloaded LVs. This
study indicate that FAK is necessary not only to the development but also to sustain LV

hypertrophy in response to chronic pressure overload.
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Apesar do progresso na prevencdo e tratamento da maioria das formas de
doencas cardiovasculares, a incidéncia e prevaléncia da insuficiéncia cardiaca tem
aumentado significativamente nos ultimos anos. As doengas cardiacas geralmente sdo
acompanhadas pela hipertrofia cardiaca, que pode ser considerada um estagio inicial da
insuficiéncia cardiaca. A hipertrofia do miocérdio e sua progressao para a faléncia cardiaca
sdo determinadas principalmente pelo aumento da sobrecarga hemodindmica, o que
ocasiona hipertrofia e injaria dos cardiomiécitos. Evidéncias indicam que o citoesqueleto
dos miocitos cardiacos tem fun¢do importante na transducdo de eventos mecanicos em
eventos bioquimicos. Por conectarem o citoesqueleto as proteinas da matriz extracelular, as
integrinas sao consideradas os sensores bioquimicos em potencial para o estresse mecanico
nos cardiomiocitos. Neste contexto, FAK (quinase de adesdo focal), uma proteina central
na cascata de sinalizacdo das integrinas, tem recebido atencdo como um mediador em

potencial das respostas do midcitos cardiacos ao estimulo hipertréfico.
1.1- Insuficiéncia cardiaca

A partir da ultima década do século XX, a insuficiéncia cardiaca tornou-se um
dos principais problemas em satde publica. A estatistica brasileira mostra que, em 2005,
315.396 pessoas eram portadoras de insuficiéncia cardiaca, com mortalidade de 7,7% entre

os pacientes hospitalizados por esta sindrome (Data SUS).

A insuficiéncia cardiaca ¢ vista como uma doeng¢a hemodindmica na qual a
reducdo da performance de bomba do coracdo ocasiona o aumento das pressoes pulmonar e
venosa sistémica, retengdo de fluidos e diminuicdo do débito cardiaco (KATZ, 2003).
Mecanismos compensatorios surgem na tentativa de aumentar o débito cardiaco, como o
aumento da freqiiéncia cardiaca, da pressdo diastdlica final e da massa ventricular. Neste
contexto, a hipertrofia cardiaca representa o fenotipo central através do qual ¢ realizada a
compensagdo cardiaca a diferentes estimulos. Contudo, com a evolugdo da doenga, esta
resposta adaptativa parece ser o primeiro passo para a subseqiiente deterioragao funcional e

estrutural do coracdo, que culmina na faléncia cardiaca. (SELVETELLA et al., 2004).
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1.2- Hipertrofia cardiaca

A palavra hipertrofia tem origem do grego hyper (hiper) e trophy (crescimento)
e ¢ definida como “o aumento ou supercrescimento de um o6rgdo ou parte devido ao

aumento do tamanho de suas células constituintes” (TAYLOR et al., 1988).

1.2.1- Patogénese da hipertrofia cardiaca

A hipertrofia do ventriculo esquerdo (VE) ¢ a resposta do miocardio a varios
estimulos patologicos e fisiologicos, mecanicos € hormonais, que causam aumento de
trabalho sob condi¢cdes de aumento de demanda. A hipertrofia cardiaca ¢ um aspecto
comum das doencgas cardiovasculares que causam o estiramento das camaras cardiacas. Ela
pode ser induzida por sobrecarga de volume (por exemplo, regurgitagdo da valvula mitral
cronica, insuficiéncia valvular, fistula arteriovenosa, shunts intracardiacos), sobrecarga
pressorica (por exemplo, hipertensdo sistémica, estenose das valvulas, coarctacdo da aorta)
ou injurias do miocardio (por exemplo, isquemia, infarto, toxinas, infec¢do, sindrome

metabolica genética) (DIWAN & DORNII, 2007).

A presenca da hipertrofia cardiaca, independentemente da doenca primaria que
a tenha originado, ¢ um fator de grande impacto na evolugdo clinica e progndstico de

pacientes cardiopatas (LEVY et al., 1990; ST. JOHN et al.,1994).

1.2.2- Tipos de hipertrofia cardiaca

Quando submetido a sobrecarga hemodindmica, o coragdo modifica sua
geometria ¢ volume em resposta ao aumento de demanda. Sendo os cardiomidcitos células
terminalmente diferenciadas, as adaptagdes ao aumento de demanda sdo acompanhadas,
principalmente, pelo crescimento hipertréfico, que resulta em remodelamento hipertréfico
das camaras (SELVETELLA et al., 2004). Classicamente, dois tipos diferentes de fenotipos
hipertréficos podem ser distinguidos: (1) hipertrofia concéntrica devido a sobrecarga
pressorica, caracterizada pela adicdo em paralelo de sarcomeros e crescimento lateral dos

cardiomidcitos individuais; (2) hipertrofia ecéntrica devido a sobrecarga de volume ou
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anterior ao infarto do miocardio, caracterizada pela adicdo em série dos sarcomeros e

crescimento celular longitudinal.

Na década de 60, Meerson e colegas classificaram a transformacao hipertrofica
concéntrica do coracdo em 3 estagios: (1) desenvolvimento da hipertrofia, onde a
sobrecarga excede o débito cardiaco, (2) hipertrofia compensatoria, onde a razdo
demanda/massa ¢ normalizada e o débito cardiaco ¢ mantido, (3) insuficiéncia cardiaca,
com dilatacdo ventricular e declinio progressivo do débito cardiaco apesar da ativacao

continua do programa hipertréfico.

1.2.3- Hipertrofia cardiaca concéntrica compensada

Do ponto de vista funcional, inicialmente a hipertrofia cardiaca tem carater
compensatorio, preservando a performance cardiaca sob condigdes de sobrecarga
hemodinamica. Este mecanismo adaptativo ¢ melhor exemplificado nos casos de hipertrofia
em resposta a sobrecarga pressorica. Neste caso, a func¢do sistdlica cardiaca ¢ preservada
pelo aumento da espessura da parede das camaras, o que resulta em normalizac¢do da tensao

da parede, de acordo com a lei de Laplace. Este conceito para o VE ¢ ilustrado na Figura 1.

Sobrecarga de volume Sobrecarga pressarica
Insuficiéncia valvular Hipertensao cronica
Fistula arteriovenosa Estenosa adrtica
Shunts intracardiacos Coarctacdocdaaorta

l I

Estresse Estresse
hemodinamico hemodinamico

D=
‘,

Hipertrofia Cardiomiopatia
compensada dilatada

Figura 1- Hipertrofia cardiaca em resposta a diversos estimulos (modificado de DORN I,

2007).
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No nivel celular, o crescimento hipertrofico inicial reflete 0 aumento de massa
dos cardiomiocitos, decorrente do aumento da sintese de proteinas do citoesqueleto,
proteinas do ribossomo e proteinas sinalizadoras requeridas pelos cardiomidcitos para
sintese protéica e crescimento estrutural, levando ao aumento da sarcomerogénese
(KONG et al., 2005). O crescimento hipertrofico também ¢ acompanhado por alteracdes
estruturais na matriz extracelular, caracterizadas pelo aumento da expressdo génica de
colageno e outras proteinas de matriz, associadas a fibrose (WEBER, 2000;

HIROTSOU et al., 2006).

No nivel molecular, diversas alteracdes especificas na expressdo génica dos
cardiomiocitos sdao caracteristicas da hipertrofia cardiaca. A resposta inicial dos
cardiomidcitos a estimulos hipertroficos inclui a ativagdo coordenada e rapida dos genes de
resposta imediata (c-jun, c-fos e egr) IWAKI et al., 1990) e aumento da sintese protéica,
seguido pela reexpressdo de genes fetais (ANF e B-MHC) (KOVACIC-MILIVOJEVIC
et al,, 2001). Ha o aumento da expressdo génica de BNP, enzima conversora de
angiotensina (ECA) e receptor quinase B-adrenérgico, os quais pertencem a um grupo de
efetores ou reguladores da sinalizagdo para vias neuro-humorais, implicadas na transducdo
de estimulos de estresse mecanico em eventos de sinalizagdo humoral
(IEMITSU et al., 2001). Também ha o aumento da expressdao de genes envolvidos com a

resposta inflamatdria (KONG et al., 2005).

Em algum momento, uma variedade de eventos metabolica ou energeticamente
desfavoraveis ocorrem na hipertrofia cardiaca, incluindo mudangas nas isoformas das
proteinas contrateis (SCHEUER et al., 1982), diminui¢ao da razdo de mitocondrias para o
numero de cardiomiocitos (TOMANEK et al., 1979; LEONG et al., 2003) e mudancgas no
consumo normal de &4cidos graxos para o uso de glicose como o substrato energético

primario do miocardio (ALLARD et al., 1994).

A expressdo cardiaca da isoforma de MHC correlaciona-se diretamente com a
contratilidade muscular. O aumento da expressio de B-MHC pode servir como um
marcador de hipertrofia cardiaca precoce e sensivel. Apesar de B-MHC ser um filamento
lento, ela pode gerar mais for¢a de contracdo dos filamentos com alta economia no

consumo de energia, em relacdo a a-MHC. Isto sugere que a mudanca da forma o- para 3-
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MHC pode representar um processo adaptativo para preservar a energia no coragao
hipertréfico. Por outro lado, a contratilidade deprimida contribui significativamente para o

inicio e progressao da insuficiéncia cardiaca (KRENZ & ROBBINS, 2004).

1.2.4- Descompensacao da hipertrofia cardiaca

Em longo prazo, mantida a sobrecarga hemodinamica, a hipertrofia
compensada progride para a descompensacdo ou remodelamento malapatativo,
caracterizado por anomalias estruturais e funcionais das camaras, resultando clinicamente
em insuficiéncia cardiaca. Este estagio ¢ acompanhado por uma dilatacdo ventricular
progressiva e diminui¢ao na espessura da parede do VE, o que resulta no aumento da tensao

na parede e disfuncdo sistolica, como ilustrado na Figura 1 (DORN II, 2007).

No nivel celular, a descompensag@o da hipertrofia cardiaca ¢ acompanhada pela
mudang¢a de crescimento para morte celular. Os cardiomidcitos sdao substituidos
rapidamente por tecido fibroso, diminuindo a performance contratil cardiaca e resultando
em disfuncdo sistdlica. Ressalta-se que os eventos celulares irreversiveis na
descompensac¢do da hipertrofia sdo a degeneracao e a morte dos cardiomiécitos, a qual pode

ocorrer por necrose, apoptose ou autofagia (DIWAN & DORN, 2007).

A necrose do cardiomidcito € a via postulada mais antiga para a morte celular
na hipertrofia cardiaca descompensada. A hipdtese mais aceita para este evento ¢ a do
nucleo isquémico, uma vez que o oxigénio nio se difunde adequadamente dos capilares
adjacentes ao centro do cardiomidcito hipertrofico, levando a hipdxia das mitocondrias, o
que resulta na diminuicdo da produgdo de ATP e depressdo da contratilidade

(VATNER, 1988; SHIOJIMA et al., 2001).

A apoptose ¢ um evento que ocorre raramente em condigdes normais no
miocardio, uma vez que este ¢ um tecido sem capacidade de regeneracdo. Estudos
mostraram a indu¢do de genes pré-apoptoticos no miocardio hipertréfico de humanos e
camundongos, indicando que o programa génico da apoptose pode ser induzido pela

hipertrofia cardiaca (YUSSMAN et al., 2002, HEIN et al., 2003).
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Autofagia ¢ um componente essencial no processo de degradagdo das organelas
e proteinas celulares pela via do lisossomo. Em condigdes aceleradas de sintese e
degradacdo de proteinas, como nos cardiomidcitos hipertroficos submetidos a sobrecarga
hemodindmica, o processo proteolitico ¢ exarcebado, perturbando a fungdo basal e

resultando na morte celular (SCHAPER et al., 1991; SHIMOMURA et al., 2001).

A descompensacdo da hipertrofia cardiaca também ¢ acompanhada pela
reducdo da angiogénese corondria em relacdo ao crescimento dos cardiomidcitos. Isto
resulta no decréscimo relativo na densidade de capilares miocardicos e na redugdo absoluta
da disponibilidade de oxigénio por unidade de miocardio, promovendo morte celular e

acelerando o remodelamento (HUDLICKA et al., 1992)

No nivel molecular, o perfil de expressio génica na hipertrofia
descompensada/insuficiéncia cardiaca ¢ a exacerbagdo da expressdo génica observada na
hipertrofia compensada, com a inclusdo dos fatores apoptoticos (KONG et al., 2005). Ha o
aumento da expressao génica de proteinas da matriz extracelular e diminui¢cdo da expressao
de genes metabodlicos, especialmente aqueles envolvidos no metabolismo de &cidos graxos.

(MIROTSOU et al., 2006).

Além disso, a transi¢ao da hipertrofia compensada para a insuficiéncia cardiaca
¢ associada a perturbacdes funcionais da homeostase de Ca’" celular (BERS, 2002) e
correntes i6nicas (ARMOUNDAS et al., 2001; HILL, 2003), as quais predispdem a
disfungdo ventricular e arritmias. H4 a diminui¢do da expressdo génica de SERCA2a,
deprimindo a capacidade de transporte de calcio pelo reticulo endoplasmatico e, assim, a
contratilidade cardiaca (ARAI et al, 1994). O aumento de Ca’’ intracelular ativa
calcineurina, mediado pela proteina adaptadora calmodulina, levando a ativagdo do fator de
transcricdo NFAT e a expressao génica pro-hipertrofica. Molkentin et al. (1998) mostraram
o desenvolvimento precoce de hipertrofia cardiaca e subseqiiente insuficiéncia em

camundongos transgénicos que superexpressavam calcineurina.

Outro fator marcante do remodelamento cardiaco ¢ o acimulo de coldgeno
fibrilar do tipo I, relacionado a fibrose intersticial difusa, focal e perivascular. Como

resultado, o miocardio torna-se menos complacente, prejudicando a contracdo e o
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relaxamento do VE (WEBER & BRILLA, 1992). Neste contexto destaca-se o
envolvimento de metaloproteases (MMPs), enzimas proteoliticas envolvidas no
remodelamento da matriz extracelular. As gelatinases MMP-2 e MMP-9 sdo expressadas
constitutivamente tanto por fibroblastos como por midcitos cardiacos e possuem expressao
e atividade elevadas nos coragdes hipertroficos e em faléncia de roedores e humanos,

indicando sua implica¢do no remodelamento miocardico (SPINALE, 2002).

A expressao de MMPs no miocérdio est4 relacionada com a dindmica da sintese
e degradacgdo das proteinas da matriz extracelular, resultando na fibrose do VE submetido a
sobrecarga hemodinamica. O aumento da atividade de MMPs causa a protedlise dos
componentes da matriz extracelular, facilitando o processo proé-fibrotico, uma vez que
libera moléculas com efeitos em potencial na sintese de matriz, como fatores biologicos
ativos e matricinas, as quais estimulam a formagdo de tecido conjuntivo novo
(LI et al., 2000). Além disso, MMPs estdo envolvidas na invasdo tecidual por células
inflamatoérias, como macrofagos. Quando estas células alcangam o miocardio, elas liberam
mediadores, como TNF-a e TGF-f, os quais, por sua vez estdo envolvidos na hipertrofia
dos cardiomidcitos ¢ na ativagdo dos fibroblastos cardiacos, levando a secrecdo de

proteinas da matriz celular e fibrose (PANEK & BADER, 20006).

1.3- Sinalizacao a estimulos hipertroéficos

Crescimento muscular e adaptagdo sdo processos complexos. As evidéncias
disponiveis indicam que os estimulos mecanicos resultantes das sobrecargas
hemodinamicas sdo os fatores mais importantes na patogénese da hipertrofia dos
cardiomidcitos (COOPER, 1997). No entanto, além de estimulos mecanicos, postula-se que
fatores de natureza neural e humoral também contribuem para o crescimento hipertrofico
dos cardiomiocitos (SADOSHIMA & IZUMO, 1997). Estimulos hipertroficos mecanicos e
neurohumorais convergem em modulos de sinalizacao intracelular multiplos que medeiam
a resposta de hipertrofia cardiaca (Figura 2). Estas vias de sinalizagdo incluem moléculas
intermediarias e fatores de transcrigdo responséaveis e coordenam diretamente o crescimento

hipertrofico pela alteragdo da expressdo génica no nucleo e pelo aumento da taxa de
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traducdo e  diminuicdo da  degradagdo das  proteinas no  citoplasma
(HEINEKE & MOLKENTIN, 2006). Um grande nimero de vias de sinalizacdo
intracelulares envolvidas na resposta cardiaca a estimulos mecanicos foi caracterizado,
entre elas calcineurina, proteina G, PKA, PKC, MAPK-ERK '3, INK, p38 ¢ PI3K-AKT
(SELVETELLA & LEMBO, 2005; DORN II, 2007).
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Figura 2- Esquema representativo da sinalizacdo intracelular envolvida na hipertrofia

cardiaca (SALVATELLA & LEMBO, 2005).

1.3.1- Estimulos neuro-humorais

Mediadores neurohumorais estao envolvidos na estimulacdo do crescimento
cardiaco. O aumento da sobrecarga hemodindmica causa a liberacdo e secre¢do de
mediadores neurohumorais, como fatores de crescimento, hormonios e citocinas, que
contribuem para a complexidade da resposta hipertrofica cardiaca. Dentre estes fatores
citam-se: norepinefrina, endotelina-1, angiotensina II, bFGF, IGF, TGB-B, citocina

interleucina-6 (SELVETELLA & LEMBO, 2005; HEINEKE & MOLKENTIN, 2006).
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1.3.2- Estimulos mecéanicos

Os cardiomidcitos possuem um mecanismo intrinseco sensivel a forca mecanica
que acopla o estresse mecanico a indugao de vias de sinalizagdo intracelulares responsaveis
pela resposta hipertréfica. Os cardiomiocitos em cultura sofrem hipertrofia quando
submetidos ao estiramento mecanico in vitro (SADOSHIMA & IZUMO, 1997;
TORSONI et al., 2003). Contudo, as moléculas que participam da mecanotransducao

cardiaca nao sdo completamente conhecidas.

Evidéncias obtidas em modelos experimentais e em formas especificas de
miocardiopatia de origem genética indicam que o citoesqueleto dos midcitos cardiacos tem
funcdo importante na transducdo de eventos mecanicos em eventos bioquimicos
(SUSSMAN et al., 2002; EPSTEIN & DAVIS, 2003). O citoesqueleto dos midcitos
cardiacos inclui estruturas sarcoméricas e extra-sarcoméricas (SCHAPER et al., 1991;

CLARK et al., 2002; EPSTEIN & DAVIS, 2003).

Dentre as estruturas sarcoméricas citam-se proteinas que conectam os
filamentos contrateis a linha Z e a propria linha Z. O citoesqueleto extra-sarcomérico inclui
filamentos de actina e filamentos intermedidrios que conectam sarcOmeros entre si, com 0
sarcolema e com membranas de organelas intracelulares. O citoesqueleto extra-sarcomérico
inclui os microtibulos, que estabelecem conexdes longitudinais entre as estruturas

sub-celulares dos miécitos cardiacos (SCOPACASA et al., 2003).

Como sustentam e ancoram as estruturas sub-celulares, as proteinas do
citoesqueleto sofrem tensdo e se deformam podendo servir como transdutores de for¢a nos
miocitos cardiacos (SUSSMAN et al.,, 2002; EPSTEIN & DAVIS, 2003). Também
importante, no contexto da mecano-transdugdo, ¢ a capacidade do citoesqueleto de ancorar
e modular a atividade de moléculas sinalizadoras que, uma vez ativadas, podem coordenar
a expressdo génica e as respostas fenotipicas a estimulos mecanicos

(BURRIDGE & CHRZANOWASKA-WODNICKA, 1996; JANMEY, 1998).

As integrinas sao receptores hetereodiméricos transmembranicos que conectam
o citoesqueleto a matriz extracelular. Localizam-se principalmente nas adesdes focais da

matriz extracelular com os discos Z dos cardiomidcitos, em estruturas denominadas
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costameros. Como conseqiiéncia, as integrinas sao consideradas os sensores bioquimicos
em  potencial para o  estresse mecanico nos  midcitos  cardiacos
(BRANCACCIO et al., 2006). Neste contexto, Ross et al., 1998, mostraram que a
superexpressao de integrinas B1 em cardiomiocitos induz a expressao do programa génico
hipertrofico. Em corroboragdo, a inativacdo da funcdo das integrinas em camundongos
transgénicos adultos, pela metodologia de Cre recombinase, resulta na intolerancia a
sobrecarga hemodindmica, causando disfuncdo sistdlica e faléncia cardiaca

(SHAI et al., 2002).

1.3.3- Quinase de adesao focal (FAK)

A quinase de adesdo focal (FAK), uma proteina tirosino quinase citossoélica,
localiza-se predominantemente nos sitios de adesao focal das células ao substrato. Sua
descoberta no inicio dos anos 90 foi a chave para o entendimento de que as integrinas nao
sdo simples proteinas de ades@o mas também receptores potentes de sinalizagdo celular. Por
ser originalmente descrita como um componente central da via de sinalizagdo regulada
pelas integrinas, a FAK ¢ considerada uma mediadora em potencial das respostas
fenotipicas dos cardiomidcitos ao estresse mecanico e também a agonistas hipertroficos. A
maioria das células e tecidos expressa FAK e ela ¢ conservada entre os mamiferos
(PARSONS, 2003). FAK ¢ uma quinase essencial, uma vez que camundongos com

deplecao total da FAK exibem morte embrionaria (ILIC et al., 1995).

Como ilustrado na Figura 3, a estrutura da FAK inclui um dominio
NH,-terminal FERM, um dominio quinase central, duas regides ricas em prolina e um
dominio C-terminal de direcionamento as adesdes focais. Um evento critico na sinalizacao
da FAK mediada pelas integrinas ¢ a transautofosforilacdo do residuo tirosina 397, criando
um sitio de alta afinidade de ligacdo aos dominios SH2 da familia de quinases Src. A
ligagdo de Src no residuo 397 da FAK promove a fosforilagdo de outras tirosinas da FAK,
incluindo 576-577 no dominio quinase, levando a amplificacdo da atividade da FAK; e 925.
A tirosina 925 ¢ reconhecida como um sitio de ligagdo a Grb2, levando a ativacio da via de

MAPK (HANKS et al., 2003; PARSONS, 2003; MITRA et al., 2005).
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Estudos recentes mostraram que o dominio FERM ¢ um elemento regulatorio
chave. O dominio FERM parece interagir diretamente com a regido central da FAK,
inibindo sua atividade quinase. Com a formac¢do da adesdo, o dominio FERM pode fazer
novas interagdes de alta afinidade com as caudas citoplasmaticas das integrinas ou outras
proteinas associadas, liberando a autoinibicdo e permitindo a fosforilagdo do residuo

tirosina 397 da FAK e recrutamento da Src (Figura 2) (LIETHA et al., 2007).

Estruturada FAK 397 vy 576577

l FERM_ . QUINASE n

AR Yﬂ;‘ 0 ﬁ‘

sescesRORERRReN eseeereeeseeene velire e odo, & SRR RSRSRCRRRORRRRRRES

Figura 3- Estrutura linear de FAK e mecanismo proposto para a ativagdo do complexo
FAK/Src mediado por integrinas nos sitios de adesdo focal (SIESSER&
HANKS, 2006).

Em adicdo a familia de quinases Src, a tirosina 397 fosforilada da FAK pode
interagir com dominios SH2 de proteinas diversas, incluindo PI3-K, PLC-y1, She, Nck-2,
Grb7. A regido FERM da FAK pode interagir diretamente com p53, promovendo sua
degradagdo (LIM et al., 2008). A regido rica em prolina de FAK pode se ligar ao dominio
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SH3 de p130Cas, levando ao aumento da atividade de Rac, e aos dominios SH3 de dos
reguladores de GTPases GRAF e GAP. A regido FAT da FAK interage com proteinas
associadas as integrinas, como paxilina e talina, levando a fosforilagdo. Desta maneira, a
FAK regula a migragdo, proliferacdo, diferenciacio e sobrevivéncia celular

(HANKS et al., 2003; PARSONS, 2003; MITRA et al., 2005).

Embora a sinalizacdo da FAK seja relacionada, principalmente, com as
respostas celulares mediadas pelas integrinas, a FAK também pode ser ativada por varios
fatores de crescimento, citocinas e receptores ligados a proteinas G. Na maioria destes
casos, a ativagdo da FAK parece ser um efeito secundario resultante de outras vias de
sinalizagdo que afetam a funcdo das integrinas. Desta maneira, a ativacao da FAK parece
ser um ponto de convergéncia para diferentes vias de sinalizacdo, as quais propiciam

mudangas no comportamento celular (SIESSER & HANKS, 2006).

Dada sua participagdo em processos celulares diversos, t€ém-se empregado
grande esforgo para esclarecer a funcdo da FAK no desenvolvimento do sistema

cardiovascular e nas doengas cardiacas (VADALI et al., 2007).

Estudos anteriores demonstraram que a FAK ¢ expressa em abundancia no
miocardio, sendo rapidamente ativada por sobrecarga pressorica em cultura de células
ventriculares de ratos neonatos € no proprio miocardio (FRANCHINI et al., 2000;
LASER et al. 2000; BAYER et al., 2002; DOMINGOS et al., 2001; TORSONI et al.,
2003). Em coragdes isolados, Domingos et al., 2002, verificaram que a ativagdo da FAK

era determinada pelo estiramento passivo do miocardio, mais do que por tensoes ativas.

Em cardiomi6citos isolados, a ativacao da FAK por estiramento ndo depende da
ativacdo de fatores pardcrinos, o que indica ser a ativagdo da FAK pelo estiramento
dependente de mecanismo intrinseco do midcito ligado diretamente ao estimulo mecéanico
(TORSONI et al., 2003). Esta idéia foi confirmada por Fonseca et al., 2005, que
demonstraram, através de sondagens com sistema de duplo-hibrido em levedura, ensaios de
“pull-down” e imunohistoquimica, a associacdo direta entre a FAK com a regido
C-terminal da cadeia pesada de miosina, bem como a dependéncia desta associagdo para a

ativacdo da FAK pelo estimulo mecanico em cardiomidcitos.
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Esta seqiiéncia de ativacao da FAK, bem como a estreita cooperacao entre FAK
e Src para a ativacdo, inicialmente demonstradas em outros tipos celulares, foi confirmada
em midcitos cardiacos em resposta a estimulos mecénicos em estudos anteriores

(FRANCHINI et al., 2000; DOMINGOS et al., 2002; TORSONI et al., 2003).

Uma vez ativada, a FAK pode participar da regulacdo da re-expressao de genes
fetais do programa génico hipertrofico em resposta ao estimulo mecanico.
Torsoni et al., mostraram que a ativagdo da FAK por estiramento em midcitos cardiacos
induzia a ativacdo transcricional do marcador de hipertrofia ANF (2003) e B-MHC (2005).
Pham et al., 2000, demonstraram que a hiperexpressdao de FAK em células ventriculares de
ratos neonatos mantidas em condi¢des em meio de cultura sem soro per se aumentava a
expressdo de ANF. Além da resposta aos estimulos mecanicos, a sinalizagdo da FAK pode
participar da hipertrofia induzida por antagonistas como endotelina e fenilefrina

(EBLE et al., 2000; TAYLOR et al., 2000; KOVACIC-MILIVOJEVIC, 2001).

Existe ampla constatagdao experimental (SCHAUB et al., 1997; HOCHIJIMA &
CHIEN, 2002) de que a re-expressdo do programa génico fetal ¢ parte essencial para o
estabelecimento das modificacdes fenotipicas do miocardio observadas na hipertrofia e
remodelamento cardiacos. Desta forma, a demonstracdo da importancia da FAK para a
expressao de ANF em resposta ao estiramento indica o potencial desta enzima como
elemento de controle das alteragdes fenotipicas dos cardiomiocitos induzidas por estimulos

mecanicos.

Apesar do conhecimento abundante da interagdo da FAK com outras proteinas
e sua funcdo na sinalizacao celular in vitro, ainda pouco se sabe sobre as fungdes da FAK in
vivo em organismo adultos. Recentemente, a importadncia da sinalizagdo da FAK no
crescimento hipertrofico do ventriculo esquerdo provocado por estimulos mecanicos foi
estudada em camundongos transgénicos, onde a expressdo de FAK foi depletada em
cardiomiocitos utilizando-se a tecnologia de Cre recombinase dirigida pelo promotor da
miosina de cadeia leve 2v (PENG et al., 2006; DIMICHELE et al., 2006). Nestes modelos,
o coracdo se desenvolveu normalmente e apresentou fun¢do normal em condi¢des basais

embora resultados discrepantes foram observados sob condi¢des de sobrecarga pressorica.
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Peng et al., 2006, mostraram que a indugdo da hipertrofia por coarctacdo da
aorta em camundongos com deple¢do de FAK resultava em remodelamento maladaptativo
prematuro do VE, caracterizado pela dilatagdo do ventriculo esquerdo, aumento da fibrose
intersticial e deterioragdo funcional. Ainda, a coarctagdo induziu o aumento da expressao
génica de marcadores moleculares de hipertrofia cardiaca. Por outro lado, DiMichele et al.,
2006, mostraram que a perda da expressdo de FAK atenuava a resposta hipertrofica dos
cardiomidcitos em relacdo a coarctagdo da aorta, incluindo a expressdo de marcadores
moleculares de hipertrofia. Estes dados, embora discrepantes, sugerem que a FAK possui
papel importante na instalacdo da hipertrofia adaptativa cardiaca em resposta a sobrecarga

pressorica.

Quando DiMichele et al., 2006, avaliaram a resposta do VE dos camundongos
transgénicos a sobrecarga pressorica cronica, demonstraram que a sinalizagdo da FAK pode
ser importante na preven¢do da deterioragdo funcional cardiaca. Contudo, existem estudos
que sugerem que a ativagdo cronica da sinalizacdo da FAK pode contribuir para a
deteriora¢do do miocardio, levando a insuficiéncia cardiaca. Bayer et al., 2002, mostraram
que as anormalidades estruturais e funcionais do VE de ratos submetidos a coarctacio
cronica da aorta abdominal suprarenal eram paralelas ao aumento da expressao e atividade
da FAK no miocardio. Lopes et al., 2007, demonstraram a expressao elevada da FAK em
bidpsias de coracdes em faléncia provenientes de pacientes com regurgitacdo da mitral.
Nestes estudos, o aumento da expressdo de FAK parece ser primariamente devido a

expressao nos fibroblastos, localizados nas regides de fibrose, do que nos cardiomiocitos.

Assim, estes resultados conflitantes e as limitacdes impostas pela delecao de
FAK restrita aos cardiomiocitos excluem um melhor entendimento da importancia da
sinalizacdo da FAK na fisiopatologia complexa da hipertrofia cardiaca e sua progressao

para a faléncia cardiaca que ocorre em resposta a sobrecarga mecanica.

A avaliagdo desta questdo pode ser realizada através de modificagao da
expressao ou atividade da FAK em animais de experimentacdo, seja por interferéncia direta
na expressao, seja por meios farmacoldgicos. Neste contexo, a técnica de interferéncia por
RNA (iRNA), que implica na introdu¢do de uma fita dupla de RNA na célula, tem sido

utilizada como uma ferramenta altamente eficiente para a determinacdo da funcdo de
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génica. Esta técnica induz a diminui¢cdo da expressdao génica pos-transcricional de maneira
especifica e, em alguns casos, a niveis ndo-detectdveis (TUSCHL & BORKHARDT, 2002;
DYKXHOORN et al., 2003; PEDERSON, 2003).

Na iRNA, o alvo ¢ o RNA mensageiro (RNAm). Como ilustrado na Figura 4, a
fita dupla de RNA (siRNA, “small interfering RNA”) introduzida na célula ¢ incorporada
em um complexo multiprotéico de silenciamento induzido por RNA (RISC). O duplex
siRNA ¢ desfeito pela agdo de uma helicase, a fita antisense permanece € guia o complexo
RISC ao RNAm-alvo de sequéncia complementar. O RNAm ¢ entdo clivado pela agdo da
nuclease Argonaute 2 e rapidamente degradado. Esta degradacdo diminui seletivamente a

traducao do gene em proteina (DYKXHOORN et al., 2003).

B , OH-3’

5°-P
.o v T T

siRNA
ADP + Pi -

SC,’O , RISC incorpora a
S P-5T fita antisense

SILENCIAMENTO GENICO ESPECIFICO

Figura 4- Esquema representativo do mecanismo de interferéncia por RNA.

Apesar de ndo existirem estudos que utilizaram iRNA para modificar a
expressdo da FAK em miocardio, diversos trabalhos mostraram a reducdo da expressdo
desta proteina através de administragdo de iRNA especifico em células tumorais
(DUXBURY et al., 2003; HALDER et al., 2006; THAMILSELVAN et al., 2007; CANEL
at al., 2008), indicando a aplicabilidade da técnica para a redugdo da expressdo especifica

desta proteina e, portanto, seu potencial para ser utilizado como ferramenta na avaliagdo da
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funcdo da FAK na hipertrofia miocéardica e insuficiéncia cardiaca induzida por estimulo

mecanico.

1.4- Hipétese

Em conjunto, evidéncias disponiveis indicam que a FAK comporta-se como um
transdutor de estimulos biomecanicos em sinais bioquimicos no miocéardio. A sinalizagdo
mediada pela FAK ¢ importante para a instalagdo da hipertrofia cardiaca adaptativa e sua
progressdo para a deterioragdo estrutural e funcional de coragdes submetidos a sobrecarga

pressoérica cronica.

1.5- Objetivos

Avaliar a influéncia da FAK na indugdo da hipertrofia e na deterioragdo do VE
induzidas por sobrecarga pressorica cronica em camundongos através de estratégia de

interferéncia por RNA.
Objetivos especificos:

1. Padronizagdo do silenciamento génico da FAK no VE de camundongos por

iRNA.
2. Caracteriza¢do do modelo de hipertrofia do VE em camundongos.

3. Avaliacdo da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica cronica

em camundongos previamente tratados com SiRNApak.

4. Avaliacdo do tratamento com siRNApsx da hipertrofia cardiaca instalada

induzida por sobrecarga pressorica cronica em camundongos.
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MATERIAIS:

Anticorpos:  anti-FAK  (C-20), anti-PYK2  (H-102), anti-vimentina (V-9)
anti-ERK1/2 (K-23), anti-MMP-2 (H-76) policlonais da Santa Cruz Biotechnology,
anti-pFAK 397 policlonal da BioSource International (USA), anti-miosina de cadeia pesada

(Ab15-100) da Abcam, Inc (USA).

Reagentes: ['®I] Proteina A e [0->P]-dATP da Amersham; Trizol e Superscript 11 da
Invitrogen, Colagenase tipo IA, tripsina, e hidroxiprolina da Sigma; soro fetal bovino e

meio de cultura DMEM da Gibco; penicilina-estreptomicina da Nutricell.

Kits: Ampliscribe T7 high yield transcription da Epicentre, Endogen Mouse IFNy Elisa da

Pierce, Sistema Envision da Dako Envision System.

Oligonucleotideos para sintese de siRNA: da IDT:

T7- Seqiiéncia: 5> GGT AAT ACG ACT CAC TAT AG 3’

FAK236s- Seqiiéncia: 5° GCG AAA TCC ATA GCA GGC CAC TAT AGT GAG TCG
TAT TACC 3’

FAK236as- Seqiiéncia: 5 ACG TGG CCT GCT ATG GAT TTC TAT AGT GAG TCG
TATTACC3

GFPs- Seqiiéncia: 5° GTG TCT TGT AGT TCC CGT CTA TAG TGA GTC GTA TTA
cC3

GFPas- Sequéncia: 5> ATG ACG GGA ACT ACA AGA CAC CTA TAG TGA GTC GTA
TTA CC 3

Oligonucleotideos para RT-PCR: da IDT:

GAPDH s- Seqiiéncia: 5° GGC ATT GCT CTC AAT GACAA ¥
GAPDH as- Seqiiéncia: 5> AGG GTG CAGH GGA ACTTTA TT 3’

B-MHC s- Seqiiéncia: 5> GCC AAC ACC AAC CTG TCC AAG GTT C 3’
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B-MHC as- Seqiiéncia: 5° TGA AAA GGC TCC AGG TCT GAG GGC 3’
FAKs- Seqiiéncia: 5> ATG TTC TGG TGT CCT CAA ATG 3’
FAK as- Seqiiéncia: 5° GAG GTA AAA CGT CGA AAAATT G 3’

Animais: Camundongos Swiss machos de 6-8 semanas, pesando entre 20-30g, provenientes

do Centro de Bioterismo da Unicamp.

2.1- Desenho de siRNAfrak

O siRNA contra 0 RNAm do gene da FAK de camundongos foi desenhado com
a auxilio do software desenvolvido por Tiago Campos Pereira e Iscia Lopes-Cendes
(FCM, Unicamp). Para gerar as sequéncias in silico, este software utiliza pardmetros de
estabilidade interna, descritos originalmente por Khvorova et al.(2003). Desta maneira, as
sequéncias foram selecionadas de acordo com a tendéncia maxima de incorporagdo da fita
antisenso no complexo RISC. Uma vez que a eficiéncia de silenciamento de siRNAs ¢
variavel, diversas sequéncias de siRNAs foram obtidas tendo como alvo diferentes regides
do RNAm da FAK. Para os experimentos, a sequéncia com maior probabilidade de

knockdown o gene da FAK de acordo com a analise in silico foi escolhida.

2.2- Sintese de Sirna in vitro

Para a sintese de siRNAFpak, foi utilizado um molde de DNA correspondente a
posicao 236 no RNAm do gene da FAK de camundongo (AB030035), cuja sequéncia ¢
apresentada em Materiais (pagina 50). Como controle foi utilizado siRNA sintetizado a
partir de uma seqiiéncia irrelevante (GFP), sem homologia com genes de camundongo. A
sintese in vitro do siRNApak € siRNAgrp foi realizada sob dominio do promotor da RNA
polimerase III T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high yield transcription (Epicentre), de
acordo com o protocolo do fabricante. 1uL. dos RNAs e 1 e 3ug de T7, utilizados como

padrdo para a quantificagdo, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% com
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brometo de etideo, em tampao TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8§.,5), e

visualizados com luz UV.

As bandas dos géis foram quantificadas por densitometria Optica através do
software Scion, e a concentragdo dos RNAs foi determinada com base no padrdo de T7,

como mostra o gel representativo da Figura 4.

Iug 3ug FAKs FAKas
T7 T7

Figura 5- Gel representativo da quantificagdo das fitas de RNA. T7= promotor da RNA
polimerase III (padrao de quantificagdo), FAKs = fita de RNA FAK senso,
FAK as = fita de RNA FAK antisenso.

Apos quantificacdo, quantidades iguais, em pg, das fitas senso e antisenso
foram incubadas por 5 minutos a 95°C e aneladas por resfriamento lento por 12 horas. O

siRNA resultante foi armazenado a -20°C.

2.3- Modelo animal
2.3.1- Injecdo na veia caudal de camundongos

O método de transfec¢do hidrodindmica, descrito em Zhang et al. (1999) foi
empregado neste grupo. Para tanto, 15ug de siRNApak dissolvidos em um volume de PBS
correspondente a 10% da massa do animal foram rapidamente injetados na veia caudal do
camundongo previamente anestesiados com éter. Camundongos controle foram injetados

com SIRNAgGrp.
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2.3.2- Injecao na veia jugular de camundongos

Neste grupo, a solu¢do de siRNA foi injetada na veia jugular de camundongos
Swiss. Para tanto, os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura
de cetamina e xilazina. Em seguida, a regido do pescogo foi aberta, a veia jugular direita
dissecada e introduziu-se uma canula de polietileno (PE-50 estirada) por onde 300uL de
solucdo com diferentes concentragbes de SiRNA foram infundidas lentamente
(40uL, intervalo de 5 segundos, mais 40uL e assim por diante) no animal. Uma segunda
injecdo foi feita com 80uL de PBS para lavagem da canula. Ao final da inje¢do a canula foi
retirada, a jugular ligada e a regido da ferida cirirgica fechada. Apds a recuperagdo
anestésica os camundongos foram acomodados em gaiolas. Animais controles foram

injetados com solug@o siRNAGpp.

2.3.3- Coarctacao da aorta

Os camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com mistura de
cetamina e xilazina. Em seguida, a cavidade tordcica foi aberta no segundo espaco
intercostal esquerdo, a croga da aorta foi dissecada e constricta com fio de sutura 7-0
(Dafilon, B. Braun Melsungen AG, Germany) tendo como guia uma agulha 27G. A
cavidade toracica foi fechada e apds a recuperacdo anestésica os camundongos foram
acomodados em gaiolas. Os animais controle foram submetidos a cirurgia ficticia (sham),

com abertura da cavidade tordcica porém, sem constric¢do da croga da aorta.

2.3.4- Medida de pressao arterial

Antes da eutanasia, os camundongos foram anestesiados e submetidos a
monitorizagdo de pressdo arterial e do gradiente trans-constriccdo da aorta através da
inser¢ao de cateteres de polietileno (PE-50 estirado) nas artérias carotida direita e femoral
direita, os quais foram acoplados a transdutores de pressao COBE (Avarda, EUA). O sinal

de pressao arterial foi amplificado por um amplificador GP4A Stemtech (Stemtech, USA),
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acoplado a um conversor analdgico-digital, conectado a um computador contendo o
programa WINDAQ-PRO (DATAQ Instruments, EUA) para a monitora¢do hemodinamica
continua e gravacao de dados. Os registros hemodinamicos foram realizados 1, 2, 3, 5, 6, 7,

10, 12 e 16 semanas ap0s a coarctagdo da aorta.

2.3.5- Ecocardiografia

Para avaliar a fun¢do do ventriculo esquerdo, camundongos foram submetidos a
ecocardiografia modo 2D-M, utilizando o aparelho Toshiba PowerVision e o transdutor
linear 12 MHz. Para tanto, os animais foram anestesiados com a mistura de Smg/kg de
xilazina e 100mg/kg de cetamina, de acordo com Roth et al. (2002). O exame foi iniciado
apos 15 minutos da aplica¢do do anestésico. Cortes tranversais do ventriculo esquerdo, na
altura dos musculos papilares, foram feitos para medida do septo, parede posterior e
diametro diastdlico no final da didstole e didmetro sistolico no pico da sistole. Cada medida

foi repetida 3 vezes com arquivo fotografico das mesmas.

Os valores de massa (M) do ventriculo esquerdo (mg) foram calculados pela

formula:
M= [(DDVE+Septo+Parede posterior)’ — DDVE’] * 1,055
Os valores de fracdo de encurtamento (%FS) foram calculados pela formula:
%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE * 100
Os valores de volume de ejecdo (SV, em pL) foram calculados pela formula:
SV=(DDVE*-DSVE®)/DDVE’
Onde:
DDVE: diametro diastolico final do ventriculo esquerdo,

DSVE: diametro sistolico final do ventriculo esquerdo.
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2.4- Coleta de sangue e dosagem de interferon y no plasma de camundongos

Para avaliar se o siRNA provocava resposta imunogénica, representada pela
expressdo de interferon gama, foi feita a dosagem do mesmo no plasma de camundongos
submetidos a infusdo de siRNApax apos 1, 7, 15, 21 e 28 dias. Os animais controle foram

tratados com SiRNAGrp.

Para tanto, camundongos foram anestesiados por via intraperitoneal com
tiopental e o sangue foi coletado com capilar heparinizado pela veia retroorbital. O sangue
foi depositado em eppendorfs contendo 60uL de heparina e incubado por 15 minutos a
37°C. Apds este periodo, o material foi incubado por 15 minutos 4°C e centrifugado a 4°C,
3000 rpm, por 4 minutos. O plasma foi entdo recolhido e armazenado a -80°C. As amostras

hemolizadas foram descartadas.

A dosagem de interferon y no plasma foi feita utilizando o kit Endogen Mouse

INFy Elisa (Pierce), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante

2.5- Extrato total de proteinas

Ao final do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados com
tiopental, a cavidade toracica aberta e o coragdo, pulmao, figado e rim foram rapidamente
removidos e homogeneizados em tampao de extragdo (100mM Tris-HCI pH 7.4; 100mM
pirofosfato de sodio; 100mM fluoreto de s6édio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de
sodio; 2mM PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C usando o
homogeneizador tipo Polytron. Ap6s 30 minutos de incubacdo em gelo, os homogenatos
foram centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolivel e
o sobrenadante utilizado para os ensaios. A determinagdo do contetdo de proteinas totais

do sobrenadante foi feita pelo método de biureto.

Apoés quantificagdo das proteinas, 400uL de amostra acrescida de 100uL de
tampao de Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% B-Mercaptoetanol; 10% glicerol e
0,01% bromofenol) foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer

para posterior analise das proteinas por western blotting.
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2.6- Isolamento de cardiomiocitos de camundongos adultos

Para avaliar o silenciamento do gene da FAK nos mibcitos do coragdo de
camundongos apds 24 horas da infusdo de siRNA, estas células foram isoladas através de
um método modificado do originalmente publicado por Fonseca et al. (2005). Os
camundongos foram tratados com heparina (500UI) e anestesiados por via intraperitoneal
com mistura de cetamina e xilazina. Para a perfusdo retrograda, a regido do pescogo foi
aberta, a aorta dissecada e introduziu-se uma canula de polietileno (PE-50 estirada), a qual
estava conectada a uma bomba de infusdo (Kd Scientific). Em seguida, a cavidade toracica
foi aberta e o atrio direito foi cortado, iniciando a infusdo com 30mL de tampao de infusdo
(tampao Krebs-Henseleit modificado (118mM NaCl, 25mM NaHCOs, 1,2mM KH,PO4,
4, 7mM KCI, 1,2mM MgSO4, 10mM Hepes free acid, 10mM glicose) 1g/L BSA, 1mL/L
heparina, 0,1mL/L insulina, 0,3 mg/mL colagenase tipo 1A (467 Ul/mg)), a 2,2mL/minuto.
Apds este periodo, quando o coragdo encontrava-se flacido e palido, este foi retirado do
animal e picotado com tesoura, o maximo possivel, em tampao Krebs-Henseleit modificado
acrescido de Img/mL de BSA. A suspensdo celular foi filtrada em gaze e as células
observadas em microscopio convencional. S6 foram notados cardiomidcitos, com auséncia

de outros tipos celulares.

Os cardiomiocitos foram sedimentados por centrifugacdo a 4°C, 3000 rpm, por
5 minutos. O pellet foi ressuspendido em 10mL de meio DMEM acrescido de 10% SFB e
1% penicilina/estreptomicina e transferido para placa de cultura. Apds 2 horas em estufa de
5% CO, a 37°C, as células ndo aderentes correspondentes aos cardiomidcitos foram
homogeneizadas em tampao de extracdo (100mM Tris-HCI1 pH 7.4; 100mM pirofosfato de
sodio; 100mM fluoreto de sodio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de soédio; 2mM
PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C pela passagem por agulha de
insulina. Apdés 30 minutos de incubagdo em gelo, os homogenatos foram centrifugados a
4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolivel e o sobrenadante
utilizado para os ensaios. A determinagdo do contetido de proteinas totais do sobrenadante

foi feita pelo método de Lowry.

Materiais e Métodos

79



Apoés quantificagdo das proteinas, 200uL de amostra acrescida de 50ul de
tampao de Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% B-Mercaptoetanol; 10% glicerole
0,01% bromofenol), foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer

para posterior analise das proteinas por western blotting.

2.7- Isolamento de fibroblastos de coracao de camundongos adultos

Para avaliar o silenciamento do gene da FAK e a expressaio de MMP-2 nos
fibroblastos cardiacos de camundongos apds a infusdo de siRNA, estas células foram
isoladas de acordo com Barreto-Chaves et al. (2001). Camundongos foram anestesiados por
via intraperitoneal com mistura de cetamina e xilazina. O coragdo foi rapidamente
removido, colocado em PBS gelado acrescido de antibidticos
(0,5% penicilina-estreptomicina) e os ventriculos foram cortados em pequenos pedagos.
Para digestdo, os fragmentos foram incubados em 4mL de tampdo de digestdo
(0,584 mg/mL colagenase 1A (467 Ul/mg), 1 mg/mL tripsina, lug/mL BSA, 1%
penicilina/estreptomicina em PBS) a 37°C, sob agitacdo, por 20 minutos. O sobrenadante
foi coletado, adicionou-se 0,5mL soro fetal bovino (SFB) e a suspensdo celular foi
centrifugada a 37°C, 3000 rpm, por 10 minutos. O pellet, que contém os fibroblastos, foi
ressuspendido em 1mL de meio de cultura DMEM acrescido de 10% SFB, transferido para
placa de cultura e mantido em estufa de 5% CO, a 37°C. O processo de digestdo foi

repetido até que todo o tecido fosse processado.

Ao final do processo de digestdo, as placas de cultura foram mantidas na estufa
por 2 horas, permitindo que apenas os fibroblastos adiram na placa. Apos este periodo, o
meio de cultura foi removido, a placa lavada com PBS gelado e os fibroblastos aderidos
foram extraidos com tampao de extracdo (100mM Tris-HCI pH 7.4; 100mM pirofosfato de
sodio; 100mM fluoreto de sodio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de sodio; 2mM
PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C pela passagem por agulha de
insulina. Apds 30 minutos de incubacdo em gelo, os homogenatos foram centrifugados a

4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insoluvel e o sobrenadante
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utilizado para os ensaios. A determinacao do conteudo de proteinas totais do sobrenadante

foi feita pelo método de Lowry.

Apoés quantificagdo das proteinas, 200uL de amostra acrescida de 50uL de
tampao de Laemmli (37,5g/L Tris-base; 2% SDS; 25% B-Mercaptoetanol; 10% glicerol e
0,01% bromofenol) foram aquecidos a 95°C por 5 minutos e armazenados em biofreezer

para posterior analise das proteinas por western blotting.

2.8- Western Blotting

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese
SDS-PAGE em gel de acrilamida 8% em tampdo de corrida (4X: 200mM Tris-HCI;
7,18mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para
a membrana de nitrocelulose foi realizada por 90 minutos a 120V, utilizando tampao de

transferéncia (25mM Tris-HCI; 20% metanol; 0,02% SDS; 192mM glicina).

A membrana foi incubada por 30 minutos, a temperatura ambiente, em tampao
de bloqueio (5% leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) para
minimizar liga¢do inespecifica dos anticorpos e depois lavadas por 15 minutos em solucao

basal (10mM Tris-HCI; 150mM NaCl; 0,05% Tween 20).

Para a imunomarcagdo, as membranas foram incubadas com os anticorpos
anti-FAK  (diluicdo 1:1000), anti-pFAK 397 (diluigdo 1:2000), anti-miosina
(diluicdo 1:1000), anti-PYK2 (diluicdo 1:1000), anti-vimentina (diluicdo 1:1000),
anti MMP-2 (dilui¢do 1:1000), e anti-ERK1/2 (dilui¢ao 1:1000) em tampao de anticorpo
(3% leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) durante toda a

noite, a 4°C.

Apo6s serem lavadas por 15 minutos em solugdo basal, as membranas foram
incubadas com 5uCi de (30uCi/pg) em 10 ml de tampao de iodo (1% leite em pod
desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) por 6 horas, em temperatura

ambiente, para a imunodetec¢do. Apds este periodo, as membranas foram novamente
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lavadas por 15 minutos em solugdo basal e postas para secar a temperatura ambiente. A

proteina A ['%

filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY).

I] ligada aos anticorpos especificos foi detectada por autoradiografia em

As bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria Optica através do
software Scion. Na analise de expressao de FAK, foi utilizado o valor lido de FAK

normalizado pelo valor de miosina (padrao interno).

2.9- Northern Blotting

Northern blotting foi realizado para avaliar a expressdo de RNAm do gene da
FAK em coracdes de camundongos apés tratamento com SiRNApax ou siRNAgrp, em

diversos periodos experimentais.

2.9.1- Extracdo de RNA de tecido cardiaco

Ao final do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados com
tiopental, a cavidade toracica aberta e o coracdo rapidamente removido e congelado em
nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido utilizando Trizol, de acordo com o protocolo

fornecido pelo fabricante. O RNA foi quantificado em espectrofotometro a 260nm.

2.9.2- Avaliagdo da integridade do RNA

Ap6s a quantificacdo, 0,5ng de RNA total foi submetido a eletroforese em gel
desnaturante (1,2% agarose, MOPS 1x, 2,2M formaldeido em 4agua DEPC). Cada amostra
teve seu volume elevado até SuL com dgua DEPC e foram adicionados Sul. de tampao de
corrida MOPS 10X (0,4M é&cido 3-N-morfolino-propanosulfonico pH 7; 0,1M acetato de
sodio e 0,01M EDTA), 9uL de 12,3M formaldeido, 25uL. de formamida deionizada e 10uL
de tampao de aplicacdo (ImM EDTA, 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xilenocianol, 50%

glicerol, 0,2ug/mL brometo de etideo). As amostras foram incubadas a 60°C por 15
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minutos e aplicadas no gel. Apds a corrida (5V/ecm), o gel foi exposto a luz UV e

fotografado.

A Figura 5 mostra um gel representativo de bandas de RNA que, quando
integro, apresenta bandas de RNA ribossomico: 28S (4,7Kb), 18S (1,9Kb) e 4-5S (0,1-
0,15Kb).

28S
18S

58

Figura 6- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total.

2.9.3- Preparo da Sonda

A sonda marcada com [o-"*P]-dATP para o RNAm da FAK (AB030035) foi

gerada através da reagdo de RT-PCR para a FAK, utilizando primers especificos.
Para a reacao de PCR foram adicionados:
e 1,5uL de cDNA de coragdo de camundongo;
e 2ul de 10x PCR buffer,
e 0,5uL de MgCl, 50mM,
e 3uL de dNTP-ATP 10mM,
o lulL de [0-**P]-dATP,
e 1uL de primer S 10uM,
e 1uL de primer AS 10uM,
e 0,5uL de Taq DNA polimerase

e 9,5uL de agua milliQ,
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Foram realizados 40 ciclos de amplificagdo, com a temperatura de anelamento
de 51°C. O amplicon de FAK gerado possuia 110pb. A reagao foi incubada por 10 minutos

a 95°C para desnaturar a sonda antes do uso.

2.9.4- Northern Blotting

A 15pg de RNA total dissolvidos em 11pL de 4gua DEPC foram adicionados
SuL de tampao de corrida MOPS 10X (0,4M &cido 3-N-morfolino-propanosulfénico pH 7;
0,1M acetato de sodio e 0,01M EDTA), 9uL de 12,3M formaldeido, 25uL. de formamida
deionizada e 10uL de tampdo de aplicagdo (ImM EDTA, 0,25% azul de bromofenol,
0,25% xilenocianol, 50% glicerol, 0,2pug/mL brometo de etideo). A solugdo foi incubada
por 20 minutos a 60°C. Apos breve centrifugacdo, as amostras de RNA foram aplicadas em
gel de agarose em condigdes desnaturantes (1% agarose, tampao de corrida MOPS 1X,
2,2M formaldeido) e submetidas a eletroforese a 80V por aproximadamente 3 horas. Apos
a corrida, o gel foi corado em solucdo de brometo de etideo e as bandas de RNA foram

visualizadas e fotografadas com luz UV.

O RNA foi transferido para membrana de nylon Hybond (Amersham) por
capilaridade em tampao SSC 10X (1,5M NaCl; 0,15M 4cido citrico pH 7) e fixado a
membrana através de UV cross-linking. A membrana foi pré-hibridizada em solugdo de
hibridizacao (50% formamida deionizada, SSC 6X, solu¢ao de Denhardt 5X [0,1% Ficoll
400, 0,1% polivinilpirrolidona, 1mg/mL albumina sérica bovina], 1% SDS e 500ug/mL de

DNA de esperma de salmao desnaturado) por 6 horas a 42°C em forno de hibridizagao.

Aproximadamente 20ng da sonda foi desnaturada a 95°C e adicionada a
solucdo de hibridizagao. A membrana foi hibridizada por 16 horas a 42°C e depois lavada
em solugdo SSC 2X-SDS 0,5% por 15 minutos a temperatura ambiente; em solugdo SSC
0,1X-SDS 0,5% por 30-45 minutos a 65°C. Apés a lavagem, a membrana foi envolta em

uma folha de PVC e exposta a um filme Hyperfilm MP (Amersham) a -80°C por 12 horas.
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As bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria Optica através do
software Scion. Na andlise de expressdo de RNAm da FAK, foi utilizado o valor lido de

FAK normalizado pelo valor da banda de RNA ribossomico 18S.

2.10- Zimografia

Para avaliar a atividade de metaloproteinase 2 (MMP-2) no miocardio ao final
do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados com mistura de cetamina e
xilazina, a cavidade tordcica aberta e o corag¢do foi rapidamente removido, congelado em
nitrogénio liquido e homogeneizado em tampao de extragdo (S0mM Tris-HCI pH 7.4; 0,2M
NaCl, 0,1% Triton-X 100, 10mM CaCl, e 10uL/mL de inibidor de proteases Sigma), na
propor¢do de 30mg tecido/ 100uL de tampao de extracdo, usando o homogeneizador tipo
Polytron. Apos 2 horas de incubagdo em gelo, os homogenatos foram centrifugados a 4°C,
4000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolivel e o sobrenadante foi coletado.
Para aumentar o rendimento da extracio de MMPs, o material insoluvel foi ressuspendido
em 1/3 do volume de tampao de extrac¢do utilizado na primeira extragdo, aquecido a 60°C
por 5 minutos e centrifugado a 4°C, 4000 rpm, por 20 minutos para remover o material
insoluvel. O sobrenadante foi coletado e misturado ao produto da primeira extragdo e este

material foi utilizado nos ensaios.

A determinacdo do conteudo de proteinas totais das amostras foi feita pelo
método de Bradford. Apos quantificacdo das proteinas, as amostras foram diluidas em
concentragdo final de Sug/uL para diminuir a interferéncia da concentragdo de sais do
tampao de extracdo na atividade das MMPs. Para os ensaios, foram utilizados SuL de

amostra (25ug de proteinas totais) acrescido de 10uL de tampdo de amostra ndo

desnaturante (0,0875M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 25% glicerol e 0,01% bromofenol)

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese SDS-
PAGE em gel de acrilamida 10% acrescido de gelatina 0,1% (substrato para MMP 2) em
tampao de corrida (4X: 200mM Tris-HCI; 7,18mM EDTA; 0,4% SDS; 1,52M glicina) a
100V, no gelo.
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Apo6s a eletroforese, o gel foi lavado duas vezes com tampao de lavagem
(100mM Tris-HCI, 2,5% Triton-X 100) por 20 minutos a 37°C. Logo apds, foi lavado duas
vezes com tampao de incubacao (50mM Tris-HCI pH 7.4, 0,1M NaCl, 1M CacCl,, 0,02%
NaNj3) por 15 minutos a 37°C e incubado por 20-24 horas em tampao de incubagao a 37°C

com agitacdo, para desenvolver a atividade de MMPs.

Ap0s esta incubagdo, o gel foi corado com solugdo de comassie blue (0,1%
comassie blue R-250, 50% metanol, 10% &cido acético glacial) por 1-2 horas e descorado
em solugdo descorante (30% etanol, 10% dacido acético glacial) até a visualizacdo das
bandas das MMPs, correspondentes ao consumo de gelatina no gel. Os zimogramas foram
digitalizados e as bandas correspondentes a atividade proteolitica das MMPs foram

quantificadas por densitometria Optica através do software Scion.

2.11- Método de hidroxiprolina

Para avaliar a contetdo total de colageno no miocardio ao final do periodo
experimental, os camundongos foram anestesiados com mistura de cetamina e xilazina, a
cavidade toracica aberta e o coragdo foi rapidamente removido. 20-30mg da parede livre do
ventriculo esquerdo foram coletados, cortados em pequenos fragmentos e hidrolisados em
3mL de HCI1 6N, a 130°C por 4 horas. Apds resfriado, SuL da amostra foram diluidos para
volume final de 2mL em 4agua e incubado com 1mL de solugdo de cloramina T (14,1mg/mL
cloramina T, 10% n-propanol, 80% tampao pH6.0 (50g/L écido citrico, 1,2% acido acético
96%, 120g/L acetato de sodio, 34g/L de hidroxido de so6dio) a temperatura ambiente por 20
minutos. Apds estes periodo, foi adicionado 1mL de solucdo de é4cido perclorico/aldeido
(150mg/mL p-dimetilamino benzaldeido, 60% n-propanol, 26% &cido perclorico 60%),
agitado vigorosamente e incubado em banho maria a 60°C por 15 minutos. As amostras

foram resfriadas e foi realizada a leitura colorimétrica em espectrofotometro a 550nm.

Paralelamente, foi feita uma curva padrao de hidroxiprolina (figura 6), variando
a concentrac¢do no intervalo de 0,1 a 3 pg/mL, que serviu como referéncia para o calculo do
conteutdo de hidroxiprolina no miocardio. Os dados sdao apresentados como ug

hidroxiprolina/mg tecido fresco.

Materiais e Métodos

86



o Concentracéo (ug/ml)

D T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8
Absorbancia

Figura 7- Curva padrio de hidroxiprolina.

2.12- RT-PCR

RT-PCR foi realizado para avaliar a expressdo do marcador molecular de
hipertrofia cardiaca f-MHC no VE de camundongos tratados com siRNA e submetidos a

sobrecarga pressodrica cronica por diferentes periodos experimentais.

2.12.1- Extracao de RNA de tecido cardiaco

Ao final do periodo experimental, os camundongos foram anestesiados com
tiopental, a cavidade toracica foi aberta ¢ o VE rapidamente removido ¢ congelado em
nitrogénio liquido. O RNA total foi extraido utilizando Trizol, de acordo com o protocolo
do fabricante. O RNA foi eluido em 20uL de 4gua DEPC por 10 minutos a 65°C e
quantificado em espectrofotometro a 260nm. A avalia¢dao da integridade do RNA foi feita

como descrito em 10.2.
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2.12.2- Reagao de RT-PCR multiplex em uma etapa

Foram feitas reagdes de RT-PCR multiplex, onde € possivel utilizar mais de um
par de primers especificos na mesma reagdo e, assim, minimizar erros devidos a reagdes de
RT-PCR feitas em eppendorfs diferentes, erros de pipetagem, diferenca na eficacia das
enzimas nas reagoes, entre outros. Desta maneira, foi feita a reagao multiplex de B-MHC e
GAPDH (controle interno). O gene de GAPDH foi escolhido para a normaliza¢dao dos
resultados (controle interno), uma vez que a literatura mostra que GAPDH ¢ um gene
housekeeping que tem sido utilizado extensivamente em estudos de expressdo génica em
hipertrofia cardiaca (WINER et al., 1999), mantendo seus niveis de expressdo constante

durante os ensaios de sobrecarga pressorica.

Assim, o protocolo envolveu a sintese de cDNA (transcri¢ao reversa) a partir de
RNA total, com o uso da enzima de transcri¢do reversa SuperScriptll e primers especificos,

e a amplificagdo (PCR) em uma mesma reacao.

2.12.2.1- Multiplex B-MHC ¢ GAPDH
Para a reacdo de RT-PCR foram adicionados:
e 50ng RNA total;
e 25ng primer GAPDH s,
e 25ng primer GAPDH as,
e 50ng primer 3-MHC s,
e 50ng primer 3-MHC as,
e 1uL ANTP 40mM,

e 10uL 5x first strand buffer,
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e 1uL de Super Script II (diluida 1:16),
e 0,5uL de Taq DNA polimerase,
e H,0 milli Q autoclavada para S0uL.

A reagdo foi incubada por 15 minutos a 42°C para a transcricdo reversa e
posteriormente foram realizados 30 ciclos de amplificacdo, com a temperatura de
anelamento de 47°C, de acordo com a curva de padronizacdo mostrada na figura 7. Os
fragmentos resultantes foram submetido a eletroforese em gel de agarose 2% com brometo
de etideo, em tampao TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8,5), e visualizados com
luz UV. O amplicon de B-MHC possui cerca de 200pb e o de GAPDH cerca de 300pb.

RNA total

300 pb GAPDH
200 pb B-MHC
20 25 30 35 40 ciclos

§ 10000 —=— GAPDH=25ng
E —— B-MHC=50ng
2 7500
2
[+
g 5000
®
T 2500-
| =
=

0 | L] 1
20 25 30 35 40

no. de ciclos

Figura 8- Padronizacdo da reacdo de RT-PCR para a expressdo dos genes de B-MHC e
GAPDH em coracao de camundongos. Exemplos representativos de produtos de
PCR utilizando primers especificos para B-MHC e GAPDH e diferentes ciclos

de amplificagdo.
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As bandas dos géis de PCR foram quantificadas por densitometria Optica
através do software Scion. Na analise de expressao de f-MHC, foi utilizado o valor lido de

B-MHC normalizado pelo valor de GAPDH (padrio interno).

2.13- Analise histologica

Para a andlise morfométrica e de fibrose, coracdes de camundongos foram
fixados em formalina 10% por 24 horas e secgdes histologicas foram desparafinizadas,

hidratadas e coradas com tricromico de Masson, conforme etapas abaixo:
e Hematoxilina de Groat — 5 a 10 minutos
e Lavar em agua corrente ¢ depois em agua acidificada 1%
e Rouge Malloty — 10 a 15 minutos
e [Lavar em agua acidificada 1%
e Passar em 4cido fosfomolibdico 10%
e Passar em 4gua acidificada 1%
e Verde luz— 13 a 15 minutos

As seccOes foram desidratadas, montadas em balsamo sintético Entellan e
observadas em microscopio de luz convencional. 8§ campos por secc¢do foram digitalizados
na magnitude de 400x. Os didmetros de 60 midcitos cardiacos foram mensurados ao acaso,
utilizando-se uma régua calibrada acoplada ao microscopio. As areas de fibrose, indicadas
pela coloragao verde, foram quantificadas pelo software Bio Color Scanner 2 Pro. Os dados
de fibrose sdo apresentados como a razdo entre a area do intersticio e a area total do

miocardio.
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2.14- Imunohistoquimica

Para andlise da localizagdo da expressdo da FAK no miocardio, coragdes de
camundongos foram fixados em formalina 10% por 24 horas e secgdes histologicas foram
desparafinizadas, hidratadas e tiveram a peroxidase enddgena bloqueada por 3 incubagdes
de 3 minutos em solucao de H,O, 10%. As laminas foram lavadas com PBS e procedeu-se a
recuperagdo antigénica pela incubacao por 30 minutos a 95°C em tampao citrato 10mM
pH6.0. As laminas foram lavadas em PBS, incubadas com solucdo de bloqueio (5% BSA
em 0,1M PBS) por 45 minutos a temperatura ambiente, seguido de incubagdo com solucdo

de anticorpo anti-FAK em BSA 1%, na dilui¢do 1:50, a 4°C por toda a noite.

As laminas foram lavadas com PBS e incubadas por 1 hora a 37°C com o
sistema Envision peroxiadase (Dako). Apds este periodo, as laminas foram lavadas em PBS
e o incubadas por 5 minutos a 37°C em solugdo de DAB (60mg de DAB em 100mL PBS a
37°C, 1,5mL H,O, 10% e 1mL DMSO). As laminas foram lavadas em agua corrente e
contracoradas com hematoxilina de Mayer por 10 a 30 segundos. Em seguida, foram
lavadas, passadas em dgua amoniacal e em dgua corrente. As secgdes foram desidratadas,

montadas em balsamo sintético Entellan e observadas em microscopio de luz convencional.

A especificidade do anticorpo secundario foi testada em experimentos de
controle negativo. Na auséncia de anticorpo primario, a aplicagdo de anticorpo secundario

falha na producdo de coloragdo significativa.

2.15- Analise estatistica

Os resultados obtidos foram apresentados como média+erro padrdo. Os valores
foram comparados empregando-se ANOVA (one way), seguida pelo teste post hoc de

Bonferroni. Valores de P<0,05 foram considerados com significancia estatistica.
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3- RESULTADOS
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3.1- Padronizacao do silenciamento génico da FAK no miocardio de camundongos por
iRNA

Foram realizados experimentos de padronizacdo do modelo de interferéncia por
RNA para o silenciamento génico da FAK no miocardio de camundongos. Para isso,
experimentos preliminares com camundongos Swiss normais foram realizados para
avaliacdo da eficiéncia do silenciamento em resposta a diferentes doses de siRNA e vias de
administracdo. Posteriormente, foram avaliados o curso temporal do silenciamento no
miocardio, o silenciamento da FAK em midcitos e fibroblastos cardiacos isolados, efeitos

inespecificos, off-targets e o silenciamento da FAK em outros tecidos.

3.1.1- Ensaios dose-resposta

Ensaios do tipo dose-resposta foram realizados para estimar a dose adequada de
siRNApax capaz de silenciar eficientemente a FAK no miocardio de camundongos. Para
i1sso, camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com injegdes
lentas de 5, 15 ou 30ug de siRNApak diluidos em 300uL de PBS (VH). Os animais
controle foram tratados somente com PBS. Apods 1 dia da inje¢do, os animais foram
sacrificados e a expressio da FAK no miocéardio foi avaliada por western blotting
utilizando anticorpo especifico anti-FAK. A Figura 9 mostra os resultados de dose-resposta
de siRNAgax no silenciamento génico da FAK. As amostram foram normalizadas pelos
valores densitométricos de miosina cardiaca. Observa-se que, em relagdo aos animais
controles, 24 horas apds a administragdo de Spg de siRNAgak houve um silenciamento da
FAK de 47%, enquanto que a injecdo de 15ug de siRNApak levou a um silenciamento de
72%. Contudo, a injecdo 30ug de siRNApak resultou em um silenciamento de apenas de
42%. Especulamos que o menor efeito observado em concentracdo mais elevada de solugao
de siRNApak seja devido a agregacdo das moléculas de siRNA, dificultando a absorcao
celular. Com base nestes resultados, os experimentos com camundongos coarctados foram

conduzidos com a dose de 15ug de siRNApax em 300uL de PBS.
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Figura 9- Ensaio dose-resposta para siRNApak.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes

de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina.

B- Valores médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK normalizada
pela quantidade de miosina em miocardio de camundondos. VH: controle

PBS. N=4. *P<0/05 em relacao ao VH.

3.1.2- Padronizacao da velocidade de injegao

Foram avaliados dois tipos de injecdo: uma rapida e outra lenta (em pequenos
bolus). Na injecao rapida, 15ug de siRNApsk diluidos em 50uL. de PBS foram injetados de
uma s6 vez na veia jugular direita de camundongos. Na injecao lenta, 15ug de siRNAgax
diluidos em 300uL de PBS foram injetados lentamente na veia jugular direita de
camundongos, sendo injetados 40uL a cada intervalo de 5 segundos. Os animais controle

foram tratados com PBS (VH).
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Os camundongos foram sacrificados 24 horas ap6s a injecao de siRNApak € a
expressdo de FAK foi avaliada por western blotting (Figura 10). As amostram foram
normalizadas pelos valores densitométricos de miosina cardiaca. Como demonstrado na
Figura 10, a injecdo lenta de 15ng de siRNApak resultou em uma redugdo de 72% na
expressdo da FAK no miocardio, em relagdo ao controle, enquanto que a inje¢do rapida
levou a um silenciamento de 29%. Como conseqiiéncia deste resultado, optamos pela

utilizacao da injecao lenta nos experimentos de iRNA.

A
FAK -~ 125kDa
Micsina "= s w220 kDa
B
1.25-
1.00-

VH LT RP

Figura 10- Padronizagdo da velocidade de inje¢ao de siRNA em camundongos.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina. VH: controle PBS,

LT: injecdo lenta de siRNA, RP: injecao rapida de siRNA.

B- Valores médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK normalizada

pela quantidade de miosina em miocardio de camundondos. N=6. *P<0/05

em relagdo ao VH.
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3.1.3- Vias de administragcdo de siRNA

A inje¢do hidrodinamica pela veia caudal de camundongos ¢ um método
amplamente utilizado na literatura para a administragdo de siRNAs. Ensaios deste tipo
foram realizados para comparar a eficiéncia de silenciamento génico da FAK no miocardio
com os obtidos anteriormente pela inje¢do na veia jugular. Camundongos foram tratados
com 15ug de siRNAgpak diluidos em 3mL de PBS administrados pela veia caudal. Animais
controle foram tratados com 15ug de siRNAgpp diluidos em 3mL de PBS. Um dia apos a
injecdo, os animais foram sacrificados e a expressao de FAK foi avaliada no miocardio por
western blotting utilizando anticorpo especifico anti-FAK. De acordo com a Figura 11,
podemos concluir que esta via de administracdo (veia caudal) ¢ ineficaz para o
silenciamento da FAK no miocardio e, desta maneira, optamos pela utilizagdo da veia

jugular.

§ &

Q) &
F &
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Figura 11- Injecdo hidrodindmica de siRNApax via veia caudal em camundongos.
Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes

de camundongos e anticorpo anti-FAK. N=4.

3.1.4- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK

Para avaliar o curso temporal do silenciamento da FAK no miocardio,
camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com 15ug de
siRNApax em 300uL de PBS ou 15ug de siRNAgrp em 300uL PBS. Animais controle
foram tratados somente com PBS (VH). Apoés 1, 7, 15, 21 e 28 dias da infusdo de
siRNAFpak, os animais foram sacrificados e a expressao protéica da FAK no miocardio foi

avaliada por western blotting assim como o RNAm por northern blotting.
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A Figura 12 A-B apresenta os resultados de western blotting. As amostras
foram normalizadas pelos valores densitométricos de miosina cardiaca. Podemos observar
que, em relagdo aos animais controle (VH), houve um silenciamento do gene da FAK em
torno de 72% no primeiro dia apds a injecdo de 15ug de siRNApak, ocorrendo reducgdo
gradativa do silenciamento até o retorno aos niveis normais apds 28 dias da injecao
(7 dias- 41%, 15 dias- 41%, 21 dias- 10%). Como esperado, ndo foi observada alteracao da

expressao génica de FAK no miocardio de camundongos tratados com siRNAGpp.

A Figura 12C-E apresentam os resultados obtidos por northern blotting. As
amostram foram normalizadas pelos valores densitométricos de RNA ribossomico 18S.
Podemos observar que, em relacdo aos animais controle (VH), houve uma redug¢do na
quantidade de RNAm da FAK em torno de 70% no primeiro dia apds a inje¢ao de 15ug de
siRNAFpak, ocorrendo redugdo gradativa do silenciamento até o retorno aos niveis normais
apos 21 dias da inje¢dao (7 dias- 37%, 15 dias- 40%). Novamente, ndo observamos
alteracdes na quantidade de RNAm de FAK no miocardio de camundongos tratados com

SiRNAGFp,
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Figura 12- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK no miocardio de

camundongos.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos e anticorpo anti-FAK e anti-miosina.

B- Valores médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK normalizada
pela quantidade de miosina em miocéardio de camundondos. N=6. *P<0/05
em relagdo ao VH.

C- Exemplos representativos de northern blotting realizados com RNA total de
coragdes de camundongos e sonda para RNAm de FAK.

D-Valores médios da quantidade de RNAm de FAK normalizada pela
quantidade de RNA ribosomico 18S em miocardio de camundondos. VH:
controle PBS, N=3. *P<(0/05 em relacao ao VH.

E- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total.
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3.1.5- Analise do silenciamento do gene da FAK em cardiomidcitos e fibroblastos

isolados de camundongos adultos

Uma vez que a administragdo sistémica de siRNA pode silenciar o gene da
FAK nos diversos tipos celulares do miocardio, foi examinado se o knockdown da FAK
ocorria de modo efetivo nos cardiomidcitos e fibroblastos cardiacos de camundongos
tratados com siRNApak. Assim, camundongos foram tratados com 15ug de siRNApax em
300uL de PBS e, apds 24 horas, estes tipos celulares foram isolados do coragdo, como
descrito em métodos. A expressao da FAK foi avaliada por western blotting utilizando
anticorpo especifico anti-FAK. Animais controle foram tratados somente com PBS. Como
mostra a Figura 13, houve um decréscimo significativo da expressio de FAK nos
cardiomidcitos (~80%) e fibroblastos cardiacos (~63%) ap6s o tratamento com SiRNAgpak,

comparavel aos dados de miocardio total.
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Figura 13- Silenciamento do gene da FAK em células cardiacas isoladas de camundongos

adultos.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de
cardiomidcitos isolados de camundongos tratados com PBS (VH) ou
siRNAFrak, € anticorpo anti-FAK e anti-miosina.

B- Valores médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK normalizada
pela quantidade de miosina em cardiomidcitos isolados de coragdes de
camundongos adultos. VH: controle PBS. N=4. *P<0/05 em relagdo ao VH.

C- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de
fibroblastos isolados de camundongos tratados com PBS ou siRNApak, €
anticorpo anti-FAK e anti-vimentina.

D- Valores médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK normalizada
pela quantidade de vimentina em fibroblastos isolados de coragdes de

camundongos adultos. VH: controle PBS. N=4. *P<0/05 em relagdo ao VH.
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3.1.6- Controles do modelo de iRNA no miocardio em camundongos
3.1.6.1- Anélise da especificidade do siRNAraxk - off-targets

A especificidade do siRNA da FAK foi avaliada através de duas abordagens

diferentes:

1) Avaliagdo da expressdo de uma proteina nao regulada direta ou
indiretamente pela proteina de interesse: esta informacdo ¢ relacionada com a
especificidade da sequéncia de oligonucleotideos do siRNApax a0 RNAm da FAK. O
silenciamento génico de outras proteinas além da FAK por siRNApak ¢ denominado de

off-target e ndo ¢ desejado.

2) Avalia¢do dos efeitos de siRNA irrelevante (siRNAgpp): neste caso ¢
utilizado um siRNA com sequéncia complementar a nenhuma proteina encontrada nas
células de mamiferos, GFP. A informacdo obtida por estes ensaios permite mostrar que o
silenciamento génico da FAK por siRNApak ocorre de maneira sequéncia-especifica e nao

apenas pela absorc¢ao celular de um siRNA.

No primeiro caso, avaliamos a expressio de PYK2, miosina e ERK %,
apresentado na Figura 14. Como os niveis de expressdo destas proteinas foram mantidos
inalterados apo6s a injecao de siRNApak durante todo o curso temporal estudado, podemos
sugerir que o siRNApax € especifico no silenciamento do gene da FAK nao ocorrendo o
fendmeno conhecido como off-target . Como ja demonstrado, utilizamos a expressao de
miosina como controle interno para normaliza¢do das variagdes da expressdo da FAK nos

ensaios.

No segundo caso, repetimos os experimentos de curso temporal comparando os
efeitos de siRNApax e SsiRNAgrp sobre a expressio da FAK no miocardio de
camundongos. Os resultados mostrados anteriormente na Figura 12 indicam que o
tratamento com siRNAgrp ndo causa mudangas na expressdo do gene da FAK e, assim,
podemos dizer que o siRNApax atua de modo sequéncia-especifico no silenciamento

génico.
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Figura 14- Avaliacao de off-targets de siRNApak no coragao de camundongos.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos 1 dia ap6s o tratamento com SiRNApax ou siRNAgpp €
anticorpo anti-PYK2. Gel corado com Comassie blue representativo do
loading de proteinas. N=4.

B- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos 1 a 28 dias apos a injecdo de siRNApak ou siRNAgrp €

anticorpos anti-miosina e anti-ERK 1/2. N=6.

3.1.6.2- Inducao de resposta nao especifica - Interferon

Um problema em potencial com a utilizagdo da estratégia de iRNA em
mamiferos ¢ a inducdo de resposta imunogénica, via interferon, uma vez que esta resposta
¢ ativada por RNAs de fita dupla que aparecem como intermedidrios na replicagao de virus
(LEUNG & WHITTAKER, 2005). Quando esta resposta ¢ ativada, ha a inibicdo global e
inespecifica da tradugdo de proteinas, influenciando os efeitos obtidos pela administracao

de siRNArak no miocardio
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Desta maneira, a concentracdo de interferon gama circulante no plasma de
camundongos que receberam 15ug de siRNApax ou siRNAgrp por Elisa. Animais controle
foram tratados somente com PBS (VH). Como mostrado na Figura 15, injecdes de
siRNAFpak ou siRNAgrp ndo induziram mudangas significativas no nivel de interferon gama

circulante de camundongos durante os varios periodos experimentais estudados.
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Figura 15- Dosagem de interferon gama circulante no plasma de camundongos submetidos
a injecdo de siRNApax ou siRNAgpp nos varios dias experimentais. VH:

controle PBS. N=9.

3.1.6.3- Efeito sobre o crescimento de camundongos

Visando a aplicacdo terapéutica de um siRNA, sua toxicidade pode ser avalida
em um primeiro momento por efeitos que se refletem no crescimento € massa corpoérea dos
animais. Assim, os camundongos que receberam 15ug de siRNApax tiveram seu peso
corporal acompanhado por 28 dias. A Figura 16 mostra que o peso corporal dos animais
tratados com siRNApakx ndo foi diferente daqueles tratados com PBS ao longo do periodo

experimental.
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Figura 16- Curva de crescimento de camundongos tratados com PBS ou siRNApax por

diferentes periodos experimentais. N=15.

3.1.7- Analise do efeito do siRNApak na expressao da FAK em outros 6rgaos

Para avaliar o efeito do siRNApak na expressao da FAK nos pulmdes, rim ¢
figado, camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com 15ug de
siRNApax em 300uL de PBS. Animais controle foram tratados somente com PBS (VH).
Apos 1, 7, 15, 21 e 28 dias da infusdao de siRNApak, 0s animais foram sacrificados ¢ a

expressao protéica da FAK foi avaliada por western blotting.

Como apresentado na Figura 17 A-B, em relagdo aos animais controle, houve
um silenciamento do gene da FAK em torno de 70% nos pulmdes no primeiro dia apos a
inje¢do de 15 pug de siRNArak, ocorrendo reducdo gradativa do silenciamento até o retorno
aos niveis normais apo6s 28 dias da injecao (7 dias- 43%, 15 dias- 30%). Nos rins
(Figuras 17 C e D), em relagdo aos animais controle, houve um silenciamento do gene da
FAK em torno de 30% no primeiro e sétimo dia apds a injecdo de 15 [Jg de siRNAFax,
ocorrendo o retorno dos niveis de expressdo normais da FAK a partir do dia 15. Nenhuma
reducdo significativa na expressdo do gene da FAK foi observada no figado dos

camundongos apo6s a inje¢do de 15 pg de siRNAgak (Figuras 17 E e F).
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Figura 17- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK em diferentes orgdos
utilizando siRNA™¥,

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de pulmao
de camundongos ¢ anticorpo anti-FAK. CT: controle PBS.

B- Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK
em pulmao de camundongos. N=5. *P<0/05.

C- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de rim de
camundongos ¢ anticorpo anti-FAK. CT: controle PBS.

D-Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK
em rim de camundondos. N=5. *P<0/05.

E- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de figado de

camundongos e anticorpo anti-FAK. CT: controle PBS.

F- Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK

em figado de camundongos. N=5. *P<0/05.
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3.2- Caracterizacio do modelo de hipertrofia do ventriculo esquerdo em

camundongos

O modelo de coarctacdo da croca da aorta em camundongos vem sendo
utilizado rotineiramente em nosso laboratério. A hipertrofia do VE resulta do aumento de
resisténcia ao fluxo sanguineo na aorta e, posteriormente, progride para a insuficiéncia
cardiaca. Neste estudo, a intensidade da sobrecarga pressorica foi avaliada através da
analise do gradiente de pressdo sistolico trans-constricgdo em camundongos anestesiados.
As alteragdes estruturais do ventriculo esquerdo foram avaliadas através de andlise
ecocardiografica e gravimétrica do ventriculo esquerdo, além de andlise histologica de
amostras coradas com tricromico de Masson. As alteracdes funcionais do VE foram
avaliadas por ecocardiografia. A expressdao e atividade da FAK no miocardio foram
avaliadas por western blotting e imunohistoquimica com anticorpo especifico anti-FAK e
anti-pFAK, respectivamente. = A Tabela 1 reune os dados obtidos pela avaliacdo
hemodinamica, ecocardiografica e morfométrica de coracdes de camundongos submetidos

a constriccao da aorta por diversos periodos experimentais.

A avaliacdo do gradiente sistolico de trans-constric¢do indicou que, entre 1 a 12
semanas apos a coarctacdo da aorta, os camundongos possuiam gradiente sistolico variando

entre 40 e 50 mmHg, sem variagdes significativas entre os grupos (Tabela I, Figura 18).
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Tabela 1- Avaliagdo hemodinidmica, ecocardiografica e morfométrica de coracdes de camundongos submetidos ao modelo de coarctagdo da aorta.

CcT Coarctado

1 sem 2 sem 3 sem 6 sem 12 sem
Numero 8 9 8 7 8 8
Hemodinamica
PAScr (mmHg) 116 +3 165 + 2% 166 £ 2* 179 + 5% 179 + 6* 175 £ 4*
PASgg (mmHg) 119+5 122+3 130+ 4 132+5 130+ 4
GrS (mmHg) 46 +3 44 £ 2 49+3 47 £ 4 46 + 4
FC (bpm) 620 + 28 644 + 37 637+ 35 618 £31 654 + 45 686 + 46
Ecocardiografia
DDVE (mm) 3.5+£0.05 39+0.1* 3.5+0.08 3.5+0.09 3.6+£0.1 40+0.1*
DSVE (mm) 2.0+0.04 2.4 +0.08* 2.1+£0.05 2.0+0.04 2.1£0.05 2.4+£0.07*
EPVE (mm) 0.8+0.02 1.0 £0.05* 1.3 £0.04* 1.2+0.02* 1.1 +£0.04* 1.2 £0.05*
FS (%) 43+ 1.1 35+1.9% 44 +2.0 40+2.1 38+1.8 37 +1.7*
EPR 0.23+£0.01 0.26 £ 0.02* 0.37+0.02* 0.34+£0.02% 0.31+0.01% 0.30 = 0.04*
Morfometria
Peso corporal (g) 30 £ 1 27+0.8 30+£0.6 32+0.6 35+0.8 37+ 0.9*%
IMVE (mg/g) 28+0.2 3.4+0.2%* 3.5+0.3*% 3.9+0.3*% 4.0+0.3* 4.6 +0.5*
DCM (um) 13+0.7 15+£0.5 16 +0.2* 18 +£0.3* 19 +0.4* 18 +£0.4*
Al (%) 3.6+0.1 5.7+0.3 7.2 +£1.2% 7.0 +£1.8% 9.0+ 1.7* 13+£2.1*

CT, controle (operagdo ficticia); Coarctado, com constricgdo da aorta; PAScr, pressdo arterial sistolica aferido na carétida; PASgg, pressdo arterial sistolica
aferida na femoral; GrS, gradiente sistolico; FC, freqiiéncia cardiaca; DDVE, didmetro diastdlico do VE; DSVE, diametro sistolico do VE; EPVE,
espessura da parede do VE; FS, fragdo de encurtamento do VE; EPR, espessura relativa do VE; IMVE, indice de massa do VE; DCM, didmetro do
cardiomiocito; Al, area do intersticio. * P<0.05 comparado aos valores dos animais CT.
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Figura 18- Andlise hemodindmica de camundongos Swiss submetidos a0 modelo de
coarctacao da aorta.
A- Gréfico de barras indica os valores médios de pressdo arterial sistolica
aferido na caro6tida (PAScr). ¥*P<0/05 em relagdo ao CT.
B- Grafico de barras indica os valores médios de pressdo arterial sistolica
aferida na femoral(PASgg). *P<0/05 em relagao ao CT.
C- Grafico de barras indica os valores médios de gradiente sistdlico. CT:
cirurgia ficticia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: periodo de coarctacao.

*P<0/05 em relagao ao CT.
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A avaliagdo ecocardiografica mostrou, de acordo com a Tabela I e Figura 19,
que a constric¢do da aorta induz o aumento na espessura do VE (EPVE) na primeira
semana de sobrecarga pressorica, indicando o rapido crescimento hipertréfico tipico deste
modelo. Uma dilatagdo transiente do VE (DDVE) com redugdo da fragdo de encurtamento
(%FS) foi observada neste grupo de animais, provavelmente devido ao impacto da
constricgdo subita. Foi observado um aumento da EPVE sem dilatagao ou redugdo na %FS
em camundongos avaliados 2, 3 ou 6 semanas apds a coarctacdo da aorta, indicando o
estagio de hipertrofia compensada. Contudo, camundongos apds 12 semanas de constric¢ao
da aorta exibiam dilatacdo da camara e redugdo na fra¢do de encurtamento, em adigdo a

hipertrofia, indicando o inicio da descompensagdo da hipertrofia cardiaca.

As medidas de indice de massa do VE (IMVE, normalizadas pelo peso)
confirmaram o aumento progressivo na massa do VE dos coragdes dos camundongos
submetidos a constric¢do da aorta (Tabela I). A espessura relativa da parede do ventriculo
esquerdo (EPR) aumentou significativamente nos animais coarctados, em relacdo ao
controle sham, indicando hipertrofia do tipo concéntrica, caracteristica do modelo de

sobrecarga pressorica. (Tabela I).

A andlise morfométrica de secg¢des histologicas de coracdes de camundongos
submetidos a coarctacdo da aorta (Fig. 20A) mostrou hipertrofia dos cardiomidcitos, em
relacdo aos animais controle com cirurgia ficticia, indicada pelo aumento do diametro
médio. A andlise quantitativa das areas de fibrose indicou aumento progressivo das mesmas
ao longo do periodo de 12 semanas de seguimento (figura 20B). As Figuras 20C-E
mostram exemplos representativos do aumento da &area ocupada pelo instersticio no

miocérdio de camundongos submetidos a coarctagcdo da aorta.
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Figura 19- Andlise ecocardiografica do ventriculo esquerdo de camundongos Swiss

submetidos ao modelo de coarctacao da aorta.

A- Grafico de barras indica os valores médios de DDVE (diametro diastolico
final) do VE de camundongos com cirurgia ficticia (CT) ou com 1 a 12

semanas apods a coarctacao da aorta.*P<0,05 em relagdo ao CT.

B- Grafico de barras indica os valores médios de DSVE (didmetro sistdlico

final) do VE. *P<0,05 em relagdo ao CT.

C- Grafico de barras indica os valores médios de EPVE (espessura da parede)

do VE. *P<0,05 em relacao ao CT.

D- Gréfico de barras indica os valores médios calculados de FS (%, fragdo de
encurtamento) do VE. CT: cirurgia ficticia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 semanas:

periodo de coarctagdao.*P<0,05 em relagdo ao CT.
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Figura 20- Andlise morfométrica e histologica do VE de camundongos Swiss submetidos

ao modelo de coarctag¢do da aorta.

A- QGrafico de barras indica os valores médios do diametro dos cardiomidcitos
de VE de camundongos com cirurgia ficticia (CT) ou com 1 a 12 semanas
apos a coarctacdo da aorta. CT: cirurgia ficticia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12

semanas: periodo de coarctagdo da aorta. *P<0/05 em relacdo ao CT.

B- Gréafico de barras indica os valores médios percentuais da densidade de
intersticio do VE. CT: cirurgia ficticia (sham), 1, 2, 3, 6 e 12 semanas apds

a coarctacao da aorta. *P<0/05 em relacao ao CT.
C- Coloragao Tricromico de Masson. Miocardio controle. 400x.

D- Coloragdo Tricromico de Masson. Miocardio proveniente de camundongo

com 1 semana de coarctagao da aorta. 400x.

E- Coloragdo Tricromico de Masson. Miocardio proveniente de camundongo

com 12 semanas de coarctacdo da aorta. 400x.
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A andlise da expressdao da FAK no miocardio por western blotting (Fig. 21A)
indicou o aumento de 100% da expressio da FAK nos coragdes de camundongos
submetidos a sobrecarga pressorica cronica em 1 a 12 semanas de constric¢do da aorta, em
relagdo aos controles sham. As amostram foram normalizadas pelos valores
densitométricos de miosina cardiaca. A atividade da FAK (pFAK) foi avaliada através de
western blot com anticorpo anti-pFAK-Tyr-397, uma vez que ¢ bem estabelecido que a
autofosforilacdo do residuo tirosina 397 da FAK corresponde a sua ativagdo. O exemplo
representativo mostrado na Figura 21A indica que a quantidade de FAK fosforilada
detectada pelo anticorpo fosfoespecifico também aumentou significativamente, com picos
de elevacdo na primeira e na 12*. semanas (100% e 80%, respectivamente) apds a
constric¢ao da aorta.

O grafico da Figura 21A indica a razdo entre as medidas densitométricas
obtidas dos blots marcados com anticorpos anti-pFAK-Tyr397 e anti-FAK. Esta razao pode
ser utilizada para estimar diferencas na atividade enzimatica da FAK no miocardio de
camundongos controle e daqueles submetidos a coarctagdo da aorta. Os resultados
mostrados no referido grafico indicam que a razdo pFAK/FAK aumenta cerca de 100%
apos 1 semana de coarctacgdo da aorta e 80% apods a 12*. Notavelmente, estes picos na razdo
pFAK/FAK coincidem com a dilata¢do e disfungdo do VE observadas por ecocardiografia
(Figura 20). A coloragdo por Comassie Blue das proteinas resolvidas em SDS-PAGE
corfirma o uso de quantidades iguais de proteina total nos géis (Figura 21A).

A distribuicdo da FAK no miocardio, analisada por imunohistoquimica
(Figuras 21B a E), indicou marcagdo tanto de cardiomiocitos como de tecido intersticial.
Nas amostras de miocardio de animais controle (sham), a marca¢do com anticorpo anti-
FAK foi distribuida de maneira uniforme, sendo praticamente restrita aos cardiomiocitos
(Figuras 20B e C). Contudo, em amostras de miocardio provenientes de animais coarctados
de 1 a 12 semanas, o anticorpo anti-FAK marcou midcitos cardiacos e areas de fibrose
intersticial focal e perivascular (Figuras 20 D e E).Como os fibroblastos sdo associados as
regioes de fibrose miocardica, presumimos que sdo estas as células marcadas com o
anticorpo anti-FAK nas éareas intersticiais. Assim, estes resultados sugerem que o aumento
na expressao da FAK no miocéardio de camundongos coarctados (Figura 21A) ¢ proveniente
do aumento de celularidade nas regidoes de fibrose, assim como o aumento da razdo de

pFAK/FAK, uma vez que essas células encontram-se ativas.
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Figura 21- Modelo de coarctacdo da aorta em camundongos Swiss - FAK.

A-

Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos e anticorpos anti-FAK, anti-pFAK e anti-mosina. CT:
cirurgia ficticia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 sem.: semanas de coarctacdo. Grafico
indica os valores médios da razdo da quantidade de proteinas marcadas com
pFAK normalizada pela quantidade de FAK em miocardio de
camundongos. *P<0/05 em relagdo ao CT. Gel corado com Comassie blue
representativo do loading de proteinas.

Imunohistoquimica com anticorpo anti-FAK.Miocardio controle. SO:
cirurgia ficticia (sham). 400x

Imunohistoquimica com anticorpo anti-FAK.Miocéardio controle. SO:
cirurgia ficticia (sham). 1200x

Imunohistoquimica com anticorpo anti-FAK. Miocardio proveniente de
camundongo com 12 semanas de coarcat¢ao da aorta. 400x
Imunohistoquimica com anticorpo anti-FAK. Miocéardio proveniente de

camundongo com 12 semanas de coarctacdo da aorta. 1200x
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3.3 - Avaliacao da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica cronica em

camundongos previamente tratados com SIRNAyp,k.

Para avaliar a influéncia da FAK nas mudangas fenotipicas induzidas pela
coarctacdo da aorta no ventriculo esquerdo, camundongos tiveram a veia jugular direita
canulada e foram tratados preventivamente com uma unica injecao de 15ug de siRNApak
em 300uL de PBS ou 15ug de siRNAgpp em 300uL de PBS. Um dia ap6s a infusdo, os
camundongos foram submetidos a constric¢do da aorta e foram acompanhados por 1, 2, 3, 6
e 12 semanas ap0s a constric¢ao. Animais controle (CT) sofreram cirurgia ficticia (sham).
As dimensoes e fun¢do do ventriculo esquerdo foram avaliadas por ecocardiografia e a as
alteragdes estruturais através de gravimetria e analise histologica pela colora¢do Tricromico
de Masson. A expressdo e atividade da FAK no miocardio foram avaliadas por western
blotting, a expressao génica por northenr blotting e a expressdo do marcador de hipertrofia
cardiaca B-MHC por RT-PCR. Também foi avaliado o contetido de colageno no miocardio
pelo método de hidroxiprolina, a atividade de MMP-2 por zimografia e sua expressdao em

fibroblastos isolados por western blotting.

3.3.1- Avaliagdo do silenciamento do gene da FAK no miocardio

Para avaliar o curso temporal do silenciamento da FAK no miocardio, ao final
do periodo experimental os animais foram sacrificados e a expressao génica da FAK foi
avaliada por northern blotting assim como a expressdo protéica por western blotting

utilizando anticorpo especifico anti-FAK.

Na Figura 22 (A-B) sdo apresentados os resultados de western blotting. As
amostram foram normalizadas pelos valores densitométricos de miosina cardiaca. A
coarctagdo da aorta induziu o aumento da expressdo da FAK no miocéardio de animais
tratados com SiIRNAgpp de 44%, 40%, 126% e 115% nas semanas 1, 3, 6 e 12,
respectivamente, em relacao ao animais controle (CT). Uma tnica inje¢ao de siRNApax foi
capaz de reduzir significativamente a expressdo da FAK no miocéardio de camundongos

coarctados em cerca de 67% no primeiro dia e 45% na primeira e segunda semana apos a
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coarctacao. Os niveis de expressao da FAK foram similares aos animais tratados com
siRNAgrp a partir da terceira semana. Quando comparamos os animais coarctados tratados
com siRNAgpp € SiRNApak, observamos uma diminuicdo da expressio de FAK no
miocardio dos animais tratados com siRNApax em cerca de 65%, 60% e 52% no primeiro

dia e nas semanas 1 e 2 ap0s a constriccao da aorta, respectivamente.

A Figura 22 (C-E) apresenta os resultados obtidos por northern blotting. As
amostras foram normalizads pelos valores densitométricos de RNA ribossomico 18S. Apos
7 dias de coarctag@o da aorta notamos o aumento de 140% na expressao de RNAm da FAK
no miocardio de animais tratados com siRNAgpp, em relagdo aos animais controle. Por
outro lado, os animais equivalentes tratados com siRNApak, apresentavam diminuicao de

40% na expressao génica da FAK, em relagdo aos animais controle.
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Figura 22- Avaliagdo do silenciamento do gene da FAK no miocardio de camundongos

FAK (U.A)

tratados com siRNApax anterior a coarctagdo da aorta por diferentes periodos

experimentais.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina. CT: cirurgia ficticia
(sham).

B- Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK
normalizada pela quantidade de miosina em miocardio de camundongos.
N=6. *P<0,05 em relagdo aos animais CT, 1P<0,05 em relagdo aos animais
tratados com SiRNAGrp.

C- Exemplos representativos de northern blotting realizados com RNA total de
coragdes de camundongos e sonda para RNAm de FAK.

D- Valores médios da quantidade de RNAm de FAK normalizada pela
quantidade de RNA ribosémico 18S em miocardio de camundongos. SO:
cirurgia ficticia (sham), 1 semana: semana apos coarctacao. N=3. *P<0,05
em relacdo aos animais CT, TP<0,05 em relacdo aos animais tratados com
siIRNAGrp.

E- Gel desnaturante representativo da integridade de RNA total.
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A atividade da FAK no miocardio foi avaliada utilizando anticorpo
fosfo-especifico (pFAK-Tyr 397). Figura 23 mostra que, em coragdes de camundongos
submetidos a 7 dias de coarctagdo, a reducdo na expressdo génica da FAK induzida por
siRNApak era acompanhada por uma reducdo proporcional (~50%) na quantidade de FAK
fosforilada, ou seja, de atividade, quando comparado ao animal tratado com siRNAgrp

correpondente.

A
FAK e . . 125kDa
pFAK = =« - - 125kDa
B
2.51 HE siRNAg . %
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X 2.0
<
"2" 1.5 +
'?:6. 1.0- —
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Figura 23- Avaliacdo da atividade da FAK no miocardio de camundongos tratados com
siRNAGrp ou siRNAfpak € submetidos a 7 dias de coarctagao da aorta.
A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos ¢ anticorpos anti-FAK e anti-pFAK.
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com pFAK
normalizada pela quantidade de FAK em miocardio de camundongos. CT:
cirurgia ficticia. 1 semana: semana de coarctacdo. N=4. *P<0,05 em relacao

aos animais CT, 1P<0,05 em relacdo aos animais tratados com siRNAggp.
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3.3.2- Analise hemodinamica e ecocardiografica do VE

1,2, 3, 6 e 12 semanas apods a injecdo preventiva de siRNApax ou siRNAgpp €
coarctacdo da aorta ou cirurgia ficticia, os camundongos foram submetidos a avaliacio
hemodinamica e andlise estrutural e funcional do VE por ecocardiografia. Estes resultados

sao apresentados na Tabela II.
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Tabela 2- Avaliagdo hemodinimica, ecocardiografica e morfométrica de coragdes de camundongos tratados previamente com siRNA e submetidos
a sobrecarga pressorica cronica.

SIRNA Grp SIRNA sk
CT Isem 2sem 3sem 6sem 12sem SO Isem 2sem 3sem 6sem 12sem
Numero 11 8 10 8 8 9 9 9 8 10 9 9
Hemodinamica
PAScr (mmHg) 11244 167+5%* 172+7%* 168+8* 164+5%* 167+6* 107+£5 160+6* 157+5* 168+4* 166+6* 162+7*
PASr (mmHg) 1155 121+£3 120+5 118+4 127+6 115+5 1114 122+4 126+5 121+6
GrS (mmHg) 43+3 50+£2 48+5 47+2 4143 46+4 4543 46+2 41+4 42+3
FC (bpm) 592+33 665+46 621+43 587+51 610+46 663+54 611+£37 648+52 654+49 633+43 641148 647+47
Ecocardiografia
DDVE (mm) 3.4+0.1 4.0+£0.3*  3.4+0.2 3.5+0.3 3.6£0.2*  3.9+0.3* 3.440.1 3.6+£0.1*%F  3.2+0.3*  3.5+0.2 3.7£0.4*  4.0+0.4*
DSVE (mm) 2.0+0.1 2.5+0.2* 1.9+0.2 2.0+£0.3 2.1£0.2 2.4+0.2*  2.0+0.1 2.1+0.2 2.0£0.1 1.9+0.1 2.1+0.2 2.4+0.2%
EPVE (mm) 0.8+0.03  1.120.05* 1.3+0.06* 1.240.04* 1.2+0.04* 1240.05* 0.8£0.01  0.8£0.02f 0.7£0.02f  0.8+£0.03+  1.0£0.04*j 1.0+ 0.05*
FS (%) 43+1.3 35+0.9* 44+1.6 43+1.4 39+1.6* 37+1.9% 42+1.4 41£2.17 48+1.4*F  43+1.9 40+1.7 41£2.07
EPR 0.24£0.01  0.27+0.02  0.38+0.02* 0.34£0.02* 0.33£0.01* 0.31£0.04* 0.23£0.01 0.22+£0.01  0.22+0.01f 0.23+0.01Ff 0.27+0.01F 0.25+0.01%
Morfometria
Peso corporal (g) | 30+1.0 27+1.1 29+0.9 28+0.9 30+1.1 40+1.7* 27+0.8 24+1.2 26+1.3 29+0.9 35+1.3 42+1.8*
IMVE (mg/g) 2.9+0.2 3.6+0.3*  3.8+04* 3.7+£0.4* 3.9+04* 4.4+0.6* 2.7+0.3 2.8+0.47  2.8+0.31  2.9+0.41 3.3+0.4* 4.1+0.5*
DCM (Hm) 14+0.9 15+1.2 17+1.4%* 17+1.2% 18+1.1% 17£1.2% 12+0.8 13+1.1 13+1.2 14£1.5 14+1.1 15+£1.7
Al (%) 3.3+1.1 9.7£1.0¥  8.9+0.5* 9.9+0.9*  7.2+0.6* 8.2+1.0* 3.2+0.5 4.7+0.57  4.8£0.1f  5.0+£0.5f 5.7+0.1* 7.2+1.1*

CT, controle sham (operagao ficticia); 1, 2, 3, 6, 12 sem, semanas apos constric¢do da aorta; PAScr, pressdo arterial sistolica aferido na
carotida; PASgg, pressdo arterial sistolica aferida na femoral; GrS, gradiente sistolico; FC, freqiiéncia cardiaca; DDVE, didmetro
diastolico do VE; DSVE, diametro sistolico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fracdo de encurtamento do VE; EPR,
espessura relativa do VE; IMVE, indice de massa do VE; DCM, didmetro do cardiomidcito; Al, area do intersticio. * P<0.05
comparado aos valores dos animais CT. * P<0. 05 comparado aos valores dos animais CT. 7 P<0.05 comparado aos valores dos
animais coarctados tratados com siRNAggp.



As pressoes na carotida e artéria femoral foram aferidas ao final dos periodos
experimentais para confirmar se os animais estavam coarctados e também avaliar o efeito
de siRNApsak na pressdo arterial de camundongos. O gradiente sistolico através da
constriccgdo da aorta foi calculado através da diferenca entre os valores de pressao sistolica
da cardtica e femoral. Como indicado na Tabela II e Figura 24, os animais coarctados
tratados com siRNAgrp ou siRNApax apresentaram pressoes arteriais e gradientes sistolicos
trans-constriccdo similares. Ainda, a pressdo arterial e freqliéncia cardiaca dos animais
tratados com siRNApakx € submetidos a cirurgia ficticia (CT) mantiveram-se inalteradas,
indicando que o knockdown da FAK nao influencia a fungdo cardiaca basal de animais
normotensos. Desta maneira, os resultados obtidos dos camundongos sham tratados com
siRNAFpak ou siRNAgrp € acompanhados por 6 semanas foram usados como controles (CT)

para a comparagao com os animais coarctados.
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Figura 24- Anélise hemodinamica de camundongos Swiss tratados com siRNAgrp ou

siRNArak anterior

experimentais.

a coarctacdo da aorta por

diferentes periodos

A- Grafico de barras indica os valores médios de PASct (Pressdo arterial

sistolica aferida na cardtida). *P<0/05 em relagdo ao CT.

B- Grafico de barras indica os valores médios de PASgp (Pressdo arterial

sistolica aferida na femoral).

C- Grafico de barras indica os valores médios de gradiente sistolico. CT:

cirurgia ficticia (sham). 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: periodo de coarctacao.

Resultados
123



Como apresentado na Tabela II, os camundongos foram examinados por
ecocardiografia e tiveram as dimensdes e funcdo sistdlica do ventriculo esquerdo (VE)

avaliadas.

Os grupos de camundongos controle sham tratados tanto com siRNApax como
com siRNAgpp ndo mostraram mudancas significativas nas dimensdes e funcdo do VE ao
longo do periodo experimental, indicando que o silenciamento do gene da FAK ndo afeta a
estrutura basal e fun¢do do VE em camundongos. Assim, os pardmetros ecocardiograficos
obtidos dos camundongos sham tratados com siRNApak ou siRNAgrp € acompanhados por
6 semanas foram usados como controles (CT) para a comparagdo com o0s animais

coarctados.

Como apresentado na Figura 25, o tratamento com siRNAgrp ndo afetou as
mudangas tipicas do VE induzidas por sobrecarga pressorica cronica apresentadas

anteriormente na Figura 19.

O tratamento preventivo com siRNAFpak, retardou e atenuou a hipertrofia do VE
induzida pela constriccdo da aorta, como indicado pelos valores de EPVE e EPR
(Tabela II). Este efeito foi observado por 3 semanas apo6s o tratamento, coincidente com o
knockdown do gene da FAK no miocardio (Figura 22). O silenciamento transiente da FAK
no miocardio atenuou significativamente a dilatacdo do VE e a reducdo da fragdo de
encurtamento ap6s 1 semana de constric¢ao da aorta. Em adicdo, aboliu a reducdo na fracao
de encurtamento embora ndo tenha alterado a dilatacdo do VE apods 12 semanas de

coarctagao.
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Figura 25- Anadlise ecocardiografica do ventriculo esquerdo de camundongos Swiss

tratados com siRNAGrp ou siRNApak € submetidos a coarctagdo da aorta por

diversos periodos experimentais.

A-

E-

Grafico de barras indica os valores médios de DDVE (diametro diastélico
final do ventriculo esquerdo) do VE. *P<0,05 em relacdo ao CT. 1P<0,05
em relacdo aos animais tratados com siRNAGpp.

Grafico de barras indica os valores médios de DSVE (diametro sistélico
final do VE) do VE. *P<0,05 em relacao ao CT.

Grafico de barras indica os valores médios de EPVE (espessura da parede
do ventriculo esquerdo). *P<0,05 em relagdo ao CT. tP<0,05 em relagao
aos animais tratados com siRNAGrp.

Grafico de barras indica os valores médios calculados de FS (%, fragdao de
encurtamento) do VE. *P<0,05 em rela¢do ao CT. $P<0,05 em relagdo aos

animais tratados com siRNAGrp.
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3.3.3- Curva de crescimento

O crescimento de animais tratados com siRNAggp ou siRNApak previamente a
coarcta¢do da aorta foram acompanhados ao longo do periodo experimental. A Figura 26
mostra que, apesar dos camundongos tratados com siRNApak apresentarem um fendtipo de
hipertrofia cardiaca atenuada em condi¢des de sobrecarga pressorica, nao houve alteragao
de peso corporal dos animais tratados com siRNApax em relacdo aos tratados com

SiRNAGFp.

[ siRNAgep
- SiRNkAK I

CT 1 2 3 6 12 semanas

Figura 26- Curva de crescimento de camundongos tratados com siRNAgpp ou siRNApak
previamente a coarctagdo da aorta por diferentes periodos experimentais.

N=15.

3.3.4- Avaliagao do marcador molecular de hipertrofia cardiaca B-MHC

A hipertrofia cardiaca ¢ caracterizada pela reexpressdo de genes fetais no
miocéardio, como B-MHC, sendo estes empregados como marcadores moleculares na
identificacdo deste processo. Desta maneira, a expressdo de B-MHC no miocardio dos
camundongos foi avaliada por RT-PCR multiplex apos 1, 2, 3, 6 e 12 semanas da injecdo
preventiva de siRNApak ou siRNAgpp € coarctacdo da aorta ou cirurgia ficticia. A Figura
27, apresenta os valores percentuais médios de produtos de RT-PCR com oligonucleotideos
especificos para B-MHC normalizados pelos valores obtidos para GAPDH. Os

camundongos tratados previamente com siRNApax ou siRNAgpp € submetidos a cirurgia
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ficticia (CT) ndo apresentaram variagdes significativas na expressdo de B-MHC no
miocardio ao longo do periodo experimental. Desta maneira, o valor apresentado para
comparagdes com os animais coarctados representa a média dos valores obtidos dos

camundongos sham tratados com siRNApax ou siRNAgpp € acompanhados por 6 semanas.

A coarctagdo da aorta induziu a hipertrofia cardiaca e como parte integrante
deste processo, o aumento da expressdo de B-MHC, em cerca de 400%, nos animais
coarctados tratados previamente com siRNAgprp, quando comparados aos animais sham
(CT). Este aumento foi mantido pelas 12 semanas acompanhadas. Em contraste, o
tratamento preventivo com siRNApax dos animais submetidos a constric¢do da aorta
atenuou significativamente (~ 50%) o aumento da expressdo de B-MHC no miocérdio
destes animais nas semanas 1 e 2, quando comparados aos similares tratados com
siRNAgGrp. A partir da semana 3, a expressdao normalizada de f-MHC no miocardio destes

animais era equivalente a dos animais tratados com siRNAGp.
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Figura 27- Avaliacdo da expressao de B-MHC no miocardio de animais tratados com

siRNApak ou siRNAgrp € submetidos a coarctagdo da aorta por diversos

periodos experimentais.

A- Exemplos representativos de produtos de RT-PCR multiplex obtidos com

oligonucleotideos especificos para f-MHC e GAPDH.

Valores percentuais médios de produtos de RT-PCR multiplex com
oligonucleotideos especificos para B-MHC normalizados pelos valores
obtidos com oligonucleotideos especificos para GAPDH. CT: animais
submetidos a cirurgia ficticia. 1, 2, 3, 6 e 12 semanas: periodo de coarctacao
da aorta. N=6. *P<0,05 em relacao aos animais CT. +P<0,05 em relacao aos

animais tratados com SiRNAGgp.
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3.3.5- Analise histoldgica do miocardio

Apobs 1,2, 3, 6 e 12 semanas da injecao preventiva de sSiRNApak ou siRNAgrp €
coarctacdo da aorta ou cirurgia ficticia, os animais foram sacrificados e sec¢des histologicas
de coracdes foram avaliadas. De acordo com a Figura 28 e Tabela II, a andlise
morfométrica dos animais pré-tratados com siRNAgpp € submetidos a coarctagdao da aorta,
em relagdo ao controle com cirurgia ficticia (CT), mostrou hipertrofia dos cardiomidcitos
indicada pelo aumento do diametro médio. Em contrapartida, os animais tratados
previamente com siRNApak apresentaram reducdo no didmetro médio dos cardiomidcitos,

quando comparados aqueles tratados com siRNAgpp,
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Figura 28- Andlise morfométrica do VE de camundongos Swiss tratados com siRNAggp ou
siRNApaxk € submetidos a coarctagdo da aorta por diversos periodos
experimentais. Grafico de barras indica os valores médios do didmetro dos
cardiomiodcitos de VE de camundongos com cirurgia ficticia ou com 1 a 12
semanas apos a coarctagdo da aorta. CT: cirurgia ficticia (sham). 1,2, 3,6 ¢ 12
semanas: periodo de coarctacdo da aorta. *P<0/05 em relacao ao CT. +P<0,05

em relagdo aos animais tratados com siRNAGgp.
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Na Figura 29 sao apresentados exemplos representativos de secgoes
histologicas de coragdes coradas com Tricrdmico de Masson. A quantificacdo das areas de
fibrose no miocardio dos grupos de camundongos controle sham tratados tanto com
siRNApax como com siRNAgrp ndo mostraram mudangas significativas na area ocupada
pelo tecido intersticial ao longo do periodo experimental, indicando que o silenciamento do
gene da FAK ndo afeta a estrutura basal em camundongos. Assim, os valores obtidos dos
camundongos sham tratados com siRNApak ou siRNAgrp € acompanhados por 6 semanas

foram usados como controles (CT) para a comparagao com os animais coarctados.

De acordo com a Figura 30 e Tabela II, a coarctacdo da aorta dos camundongos
pré-tratados com siRNAgpp induziu o aumento de 190% a éarea ocupada pelo tecido
intersticial, em relagdo ao controle sham (CT), durante todo o periodo estudado. Contudo,
observamos uma clara redugdo (de 50%) na area ocupada pelo tecido intersticial nos
animais pré-tratados com siRNApax € coarctados, em relagdo aos siRNAgpp, por até 3
semanas apo6s a coarctacdo da aorta. Apds este periodo, houve o retorno gradativo aos

niveis de fibrose observados nos animais tratados com siRNAggp.
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SiRNAgH

SIRNA 5

Figura 29- Exemplos representativos de secg¢des histoldgicas de coragdes provenientes de
camundongos coarctados tratados previamente com siRNAgrp ou siRNAfpak €
coradas com Tricromico de Masson.

A- Tratamento com siRNAggp € cirurgia ficticia (sham). 400x.

B- Tratamento com siRNAggp € 1 semana de coarctacdo da aorta. 400x.
C- Tratamento com siRNAggp € 2 semanas de coarctagdo da aorta. 400x.
D- Tratamento com siRNAfak € cirugia ficticia (sham). 400x.

E- Tratamento com siRNApak € 1 semana de coarctagdo da aorta. 400x.
F- Tratamento com siRNAFpak € 2 semanas de coarctacdao da aorta. 400x.
G- Tratamento com siRNAggp € 3 semanas de coarctagdo da aorta. 400x.
H- Tratamento com siRNAggp € 6 semanas de coarctacao da aorta. 400x.
I- Tratamento com siRNAggp € 12 semanas de coarctagdo da aorta. 400x.
J-  Tratamento com siRNAFpak € 3 semanas de coarctacdao da aorta. 400x.
K- Tratamento com siRNApak € 6 semanas de coarctacdo da aorta. 400x.
L- Tratamento com siRNAfpak € 12 semanas de coarctagdo da aorta. 400x.
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Figura 30- Analise quantitativa das areas de fibrose no miocardio de camundongos tratados
previamente com siRNAgpp ou siRNApsx € submetidos a coarctacdo da aorta.
N=6. CT: animais submetidos a cirurgia ficticia. 1, 2, 3, 6 e 12 semanas:
periodo de coarctagdo da aorta. *P<0,05 em relagdo aos animais controle.

7P<0,05 em relagdo aos animais tratados com siRNAGpp.

3.3.6- Analise de mecanismos relacionados a fibrose cardiaca em resposta ao

estimulo mecanico
3.3.6.1- Avaliacao do conteudo de colageno no VE (biossintese)

Para verificar se o silenciamento transiente da FAK no miocardio alterava a
quantidade de fibrose nos animais coarctados devido a mudancas na biossintese de
colageno, animais foram pré-tratados com siRNApax ou SiRNAgrp € submetidos a
coarctacdao da aorta ou cirurgia ficticia. Apds 1 semana, os animais foram sacrificados e o

conteudo de coldgeno do miocardio foi avaliado pelo método de hidroxiprolina.

Como ilustrado na Figura 31, o conteudo de hidroxiprolina do VE de
camundongos controle sham tratados com siRN Ak ndo mostrou mudanga significativa no
periodo estudado, indicando que o silenciamento do gene da FAK nao afeta a estrutura

cardiaca basal em camundongos.
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A sobrecarga pressorica nos animais tratados com siRNAggp induziu o aumento
de 110% no conteudo de hidroxiprolina no miocardio, em relagdo ao controle (CT). A
atenuacdo da fibrose no miocardio dos animais coarctados pré-tratados com siRNApak,
apresentada na Figura 30, foi acompanhada pela reducao de 70% no aumento do conteudo

de hidroxiprolina nos coragdes destes animais, em relagdo aos sSiRNAggp.
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Figura 31- Analise do contetdo de hidroxiprolina no VE de camundongos tratados
previamente com siRNAgpp ou siRNApax e submetidos a 1 semana de
sobrecarga pressorica. N=4. CT: animais submetidos a cirurgia ficticia. 1
semana: periodo de coarctagdo da aorta. *P<0,05 em relagdo aos animais

controle. P<0,05 em relagdo aos animais tratados com siRNAggp.

3.3.6.2- Avaliacao da atividade de MMP-2 no VE

Metaloproteases (MMPs) sdo enzimas relacionadas ao processo fibrético e
possuem sua expressdao e atividade aumentadas no coracdo em condigdes de estresse
mecanico, ja que o remodelamento ¢ um processo dindmico. Para avaliar a atividade da
gelatinase MMP-2, apés 5 dias da injecdo preventiva de siRNAgrp ou siRNApak €
coarctagcdo da aorta ou cirurgia ficticia, os animais foram sacrificados ¢ o VE coletado e

analisado por zimografia.
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De acordo com a Figura 32, camundongos controle sham tratados com
siRNAFpax ndo apresentaram mudancas significativas na atividade gelatinolitica de MMP-2
no periodo estudado. A coarctagdo da aorta induziu um aumento de 100% na atividade
gelatinolitica da forma de MMP-2 intermediaria nos animais coarctados tratados siRNAggp,
em relacdo aos animais controle (CT). Em contraste, houve uma diminui¢do na atividade
gelatinolitica das formas de MMP-2 intermediaria e ativa nos animais coarctados tratados
com SiRNApak, em relacdo aos coarctados tratados siRNAgrp, com niveis de atividade

semelhantes aos animais controle.
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Figura 32- Avaliagdo da atividade de MMP-2 no miocardio de animais pré-tratados com
siRNAgrp ou siRNAFpax e coarctados por 5 dias.
A- Exemplos representativos de atividade genatinolitica de MMP-2. CT:
cirurgia ficticia, CoAo: coarctacdo da aorta.
B- Valores percentuais médios de atividade zimografica de MMP-2
intermediaria. N=3. *P<0,05 em relagao aos animais controle. TP<0,05 em

relagdo aos animais tratados com siRNAggp.
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3.3.6.3- Avaliacao da expressao de MMP-2 em fibroblastos cardiacos

Como os fibroblastos sdo as principais células secretoras de MMPs no coragao
envolvidas com o processo de fibrose, experimentos foram realizados com células isoladas
para verificar se a FAK atuava na regulacdo da expressio de MMP-2. Desta maneira,
camundongos foram tratados previamente com siRNAgrp ou siRNApax € submetidos a
sobrecarga pressorica ou cirurgia ficticia. Apds 7 dias, os animais foram sacrificados e os
fibroblastos foram isolados dos coracdes. A expressdo de FAK e MMP-2 foram avaliadas
por western blotting utilizando anticorpo especifico anti-FAK e anti-MMP2. As amostram

foram normalizadas pelos valores densitométricos de vimentina.

Como ilustrado na Figura 33, homogenatos de fibroblastos cardiacos de
camundongos controle sham tratados com siRNApax apresentaram silenciamento de 50%
da FAK e nenhuma mudanga significativa na expressdo de MMP-2 no periodo estudado.
A coarctacdo da aorta induziu aumento de 80% na expressio de FAK e de 120% na
expressado de MMP-2 nos fibroblastos provenientes de animais coarctados tratados
siRNAgpp, em relagdo aos animais controle (CT). Fibroblastos cardiacos de animais
coarctados tratados com siRNApax mostraram knockdown da FAK em torno de 40%, em
relacdo aos animais CT, acompanhado pela reducdo significativa da expressio de MMP-2

(~61%), em relagao aos coarctados tratados com siRNAGpp.
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Figura 33- Avaliacdo da expressio de FAK e MMP-2 em fibroblastos isolados
provenientes de camundongos pré-tratados com siRNAGFP ou siRNAFAK e

coarctados por 7 dias.

A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos e anticorpos anti-FAK, anti-MMP-2 e anti-vimentina. CT:
cirurgia ficticia. CoAo: coarctacdo da aorta.

B- Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK
ou MMP-2 normalizadas pela quantidade de vimentina no VE de
camundongos. CT: cirurgia ficticia. 7 dias: periodo de coarctagdo. N=4.
*P<0,05 em relagdo aos animais CT, 7P<0,05 em relagdo aos animais

tratados com siRNAGrp.
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3.4- Avaliacio do tratamento com sirnagx da hipertrofia cardiaca compensada

induzida por sobrecarga pressdrica cronica em camundongos

Camundongos com 4 semanas de coarctacdo da aorta foram utilizados para
avaliar se a administracdo sistémica de siRNApsx era capaz de reverter o fendtipo da
hipertrofia cardiaca instalada. Estes animais foram escolhidos por apresentarem hipertrofia
do VE compensada, com fun¢do do VE preservada, como indicado na andlise
ecocardiografica apresentada na Tabela II. Assim, estes grupos de camundongos tiveram a
veia jugular direita canulada e foram tratados com dose unica de 15ug de siRNApak ou
15ug de siRNAgpp em 300uL de PBS. Os animais foram acompanhados por 1, 2, 3, 6 e 12
semanas apods a injecdo ou 4, 5, 7, 10 e 16 semanas de coarctacdo da aorta, respectivamente.
Camundongos controle sofreram cirurgia ficticia (sham).A expressao da FAK no miocardio
foi avaliada por western blotting, as dimensdes e fun¢do do ventriculo esquerdo por
ecocardiografia e a expressdo do marcador de hipertrofia B-MHC por RT-PCR. As

alteracdes histologicas do VE foram avaliadas por coloragdo tricromico de Masson.

3.4.1- Avaliagdo do silenciamento do gene da FAK no miocardio

Ao final do periodo experimental, os camundongos foram sacrificados e o
silenciamento da FAK no VE foi confirmado por western blotting utilizando anticorpo
especifico anti-FAK. As amostram foram normalizadas pelos valores densitométricos de
miosina cardiaca. Como apresentado na Figura 34, a expressao da FAK no VE dos animais
coarctados tratados com siRNAgpp aumentou 60% ao longo do periodo experimental,
quando comparado aos animais com 4 semanas de coarctagdo da aorta. Por outro lado, uma
unica inje¢do intravenosa de siRNApak foi capaz de reduzir significativamente a expressao
da FAK no VE dos camundongos coarctados a niveis comparaveis aos dos animais normais
mostrado anteriormente (Figura 12), em relagdo aos animais controle. Quando comparamos
os animais tratados com siRNAgpp € sSiRNAFpak, observamos uma diminuicao da expressao
da FAK no miocardio dos animais tratados com siRNArax de 60%, 53%, 44% nas semanas
5, 6 e 7 respectivamente. Os niveis de expressdo da FAK no VE retornou aos similares
observados nos animais tratados com siRNAgpp a partir da sexta semana apods a injeg¢ao de

siRNApak ou décima semana de coarctacao.
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Figura 34- Curso temporal do silenciamento do gene da FAK no VE hipertrofico de
camundongos tratados com siRNAgpp ou sSiRNApax
A- Exemplos representativos de blots realizados com homogenatos de coragdes
de camundongos e anticorpos anti-FAK e anti-miosina.
B- Valores percentuais médios da quantidade de proteinas marcadas com FAK
normalizada pela quantidade de miosina em miocardio de camundongos.
CT= cirurgia ficticia (sham). 4, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: periodo de
coarctacao da aorta. N=6. *P<0,05 em rela¢do aos animais com 4 semanas

de coarctagdo da aorta. TP<0,05 em relacdo aos animais tratados com

SiRNAGFp.
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3.4.2- Analise hemodinamica e ecocardiografica do VE

Apds 1, 2, 3, 6 e 12 semanas da injecdo de siRNApax ou siRNAgpp, 0s
camundongos foram submetidos a analise hemodinamica e avaliacdo estrutural e funcional

do VE através por ecocardiografia. Estes resultados sdo apresentados na Tabela III.

Para confirmar se os animais estavam coarctados, foram realizadas medidas de
pressdes na carétida e artéria femoral ao final do periodo de acompanhamento. O gradiente
sistolico através da constricc¢do da aorta foi calculado através da diferenca entre os valores
de pressdo sistolica da carotida e femoral (Figura 35). De acordo com os resultados da
Tabela III, os animais coarctados tratados com siRNAgrp ou siRNApak apresentaram

pressoes arteriais e gradientes sistolicos similares.
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Tabela 3- Avaliacao hemodindmica, ecocardiografica e morfométrica de coracoes hipertréficos de camundongos tratados com siRNA

siRNAGpp SIRNAFAK
4 sem 5 sem 6 sem 7 sem 10 sem 16 sem 4 sem 5 sem 6 sem 7 sem 10 sem 16 sem
Numero 8 7 8 8 7 6 7 8 7 7 8 8
Hemodinimica
PAScr (mmHg) 169+4 171+£3 176+5 173+6 172+7 176+5 16545 166+ 5 178+ 5 172+ 5 171+ 10 170+1
PASgg (mmHg) 12543 129+ 2 126+ 3 123+ 3 127+5 126+4 12344 118+ 4 127+ 4 121+ 3 125+ 4 124+5
GrS (mmHg) 4542 4242 50+3 50+4 45+5 5044 4243 48+5 50+3 50+5 46+11 46+4
FC (bpm) 586+47 614+ 49 592+41 607+ 46 677+54 659+61 557+39 584+42 574+52 611+47 595+56 623+44
Ecocardiografia
DDVE (mm) 3.5+0.1 3.5+0.1 3.9+0.1%* 4.1+ 0.3* 4.6+0.1* 4.9+0.1%* 3.540.1 3.7+0.1 3.9+0.1* 42+0.1*  4120.1%F  41=0.1%F
DSVE (mm) 1.94+0.1 1.8+0.1 2.240.1 2.3+0.1* 2.8+0.1* 3.0+0.1* 1.9+0.1 1.9+0.1 2.1+0.1 2.2+0.1 2.240.17  2.3£0.27
EPVE (mm) 1.1+0.04 1.1£0.06  1.0+£0.07 1.2+0.02  1.1+0.02 1.1+0.07 1.0£0.01  0.9£0.02*f  0.9+0.02*f  0.8+£0.02*  0.8+0.03*f  0.9+0.06F
FS (%) 47+1.0 48+1.3 454+1.9 4442 3 38+£1.9*%  35+£2.1*%  47+1.1 48+0.7 47+0.9 48+1.6 48+1.67  44+1.57
EPR 0.3120.01  0.31£0.02  026+0.02  0.29+0.01  0.24+0.01* 0.22+0.01* (0.29+0.01 0.22+0.01* 0.23£0.01* 0.19+0.01* 0.19£0.01*  0.22+0.01*
Morfometria
Peso corporal (g) 34+0.8 34+0.20 29+£2.5 36+0.7 41£1.7%  4242.3* 37+1.1 35+1.3 31+£2.0 39+1.8 41+£1.2%  46+£2.2%*
IMVE (mg/g) 3.8+0.1  3.9402 41202  45+03 45303  4.9+0.8*% 3.7+0.1  3.040.2% 32+02% 35+0.1%+ 3.4+0.1% 3.4+03+
DCM (um) 16 £0.7 18+0.9 17+0.8 18+0.8 17+0.9 17+£0.7 15+0.5 13+0.7+ 13+0.6% 14+0.81 14+0.91 15+ 0.6}
Al (%) 5.5+0.1 5.5+0.1 6.3+0.6 7.7£0.6*  7.7£0.3* 7.8£0.3* 5.5+0.1 3.8£0.4%F  3.9+0.4*t 3.2+0.1*F 4.3+0.3f 10+ 1.0*

CT, controle sham (operagao ficticia); 1, 2, 3, 6, 12 sem, semanas apds constric¢do da aorta; PAScr, pressdo arterial sistolica aferido na carétida;
PASgg, pressao arterial sistolica aferida na femoral; GrS, gradiente sistolico; FC, freqiiéncia cardiaca; DDVE, diametro diastolico do VE; DSVE,
diametro sistélico do VE; EPVE, espessura da parede do VE; FS, fracdo de encurtamento do VE; EPR, espessura relativa do VE; IMVE, indice de
massa do VE; DCM, didmetro do cardiomiécito; Al, area do intersticio. * P<0.05 comparado aos valores dos animais com 4 semanas de coarctagdo
da aorta. ¥ P<0.05 comparado aos valores dos animais coarctados tratados com siRNAggp.
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Figura 35- Andlise hemodindmica de camundongos Swiss com 4 semanas de coarctacao da
aorta tratados com siRNAgrp ou siRNApax € acompanhados por diversas
semanas.

A- Grafico de barras indica os valores médios de PASct (Pressdo arterial
sistolica aferida na cardtida). *P<0/05 em relagdo ao CT.

B- Grafico de barras indica os valores médios de PASgp (Pressdo arterial
sistolica aferida na femoral).

C- Grafico de barras indica os valores médios de gradiente sistdlico. CT:
cirurgia ficticia (sham). 1, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: periodo de coarctagao

da aorta.
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Para a avaliacdo ecocardiografica, inicialmente os animais com 4 semanas de
coarctacdo da aorta foram anestesiados ¢ tiveram as dimensdes e funcdo sistolica do
ventriculo esquerdo aferidas. Logo apods, foram tratados com 15ug de siRNAggp ou 15ug

de siRNApak € avaliados sequencialmente por 1, 2, 3, 6 e 12 semanas.

De acordo com os dados apresentados na Tabela III e Figura 36, o
acompanhamento por 12 semanas dos animais tratados com siRNAgpp mostrou as tipicas
deterioragdes estruturais e funcionais do VE apresentadas anteriormente na Tabela II. A
partir da décima semana de coarctacdo da aorta, observamos uma dilatagdo significativa de
37% no DDVE, em relagdo aos animais com 4 semanas de coarctacdo, indicando disfuncao
diastolica. Este processo foi acompanhado pela dilatagdo de 53% no DSVE e redugdo de
22% na %FS do VE, caracterizando o inicio da descompensa¢do da hipertrofia cardiaca. A
EPR diminuiu progressivamente nestes animais, indicando a mudanga da hipertrofia do tipo

concéntrica para ecéntrica.

O tratamento com siRNApsx foi acompanhado de regressdo da hipertrofia do
VE e melhora da funcdo cardiaca dos animais apesar da persisténcia da sobrecarga
pressorica, como indicado pelos valores dos parametros estruturais e funcionais do
ventriculo esquerdo (Tabela III). O tratamento com siRNApax levou a diminuicio
significativa de 20% na EPVE, em relagdo ao controle com 4 semanas de coarctagdo da
aorta. Este efeito foi acompanhado por uma diminui¢do significativa no IMVE de 17% nas
2 primeiras semanas apos o tratamento (semanas 5 e 6 de coarctacdo). Apesar da regressao
da hipertrofia, houve uma redu¢do na dilatagdo do DDVE e DSVE observadas a partir da
décima semana de coarctacdo da aorta nos animais tratados com siRNAgrp (11% e 21%,
respectivamente). Ainda, a funcdo sistolica do VE, avaliada pela %FS, foi preservada, em

relacdo ao controle 4 semanas.

Assim, estes resultados indicam que o tratamento de camundongos com
hipertrofia cardiaca com siRNApak € capaz de induzir a regressdo do fendtipo hipertréfico
mesmo sob condi¢des de sobrecarga pressorica, melhorando a fung¢do do ventriculo

esquerdo quando comparado aos animais tratados com siRNAGpp,
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Figura 36- Analise ecocardiografica de coragdes hipertroficos de camundongos tratados

com siRNAgpp ou siRNApak € acompanhados por diversas semanas.

A-

Grafico de barras indica os valores médios de DDVE (diametro diastdlico
final do ventriculo esquerdo) do VE. *P<0,05 em relacdo aos animais
controle (CT). P<0,05 em relagdo aos animais tratados com siRNAGpp.
Grafico de barras indica os valores médios de DSVE (didmetro sistolico
final do VE) do VE. *P<0,05 em relacdo ao animais com 4 semanas de
coarctagdo da aorta. TP<0,05 em relacdo aos animais tratados com
siRNAGpp.

Grafico de barras indica os valores médios de EPVE (espessura da parede
do ventriculo esquerdo). *P<0,05 em relacdo aos com 4 semanas de
coarctagdo da aorta.fP<0,05 em relacdo aos animais tratados com

SiRNAGFp.

D- Gréfico de barras indica os valores médios calculados de FS (%, fracao de

encurtamento) do VE. *P<0,05 em relagdo aos animais com 4 semanas de
coarctagdo da aorta.fP<0,05 em relacdo aos animais tratados com

SiRNAGFp.
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3.4.3- Curva de crescimento

O peso dos camundongos com 4 semanas de coarctagdo da aorta tratados com
siRNAgrp ou siRNApax foi acompanhado por 12 semanas. A Figura 37 mostra que, apesar
dos camundongos tratados com siRNApax apresentarem regressio do fendtipo da
hipertrofia cardiaca em condigdes de sobrecarga pressorica, nao houve diferenga de peso

corporal destes animais em relagcdo aos controle tratados com siRNAggp .
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Figura 37- Curva de crescimento de camundongos com 4 semanas de coarctacdo da aorta

tratados com SiIRNAGrp ou sSiRNAfpak. N=15.

3.4.4- Avaliagdo do marcador molecular de hipertrofia cardiaca B-MHC

Os camundongos com hipertrofia compensada foram tratados com siRNAggp ou
siRNApax € apds 1, 2, 3, 6 e 12 semanas foram sacrificados e a expressao de f-MHC no

VE foi avaliada por RT-PCR multiplex, através da razdo B-MHC/GAPDH.

A Figura 38 apresenta os valores percentuais médios de produtos de RT-PCR
com oligonucleotideos especificos para B-MHC normalizados pelos valores obtidos para
GAPDH. O tratamento com siRNAgpp nao alterou a expressdao normalizada de f-MHC no
VE dos camundongos, em relagdo aos animais com 4 semanas de coarctacdo da aorta, ao

longo do periodo experimental. Em contraste, o tratamento com siRNApax atenuou
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significativamente (~50%) o aumento da expressao de B-MHC no miocardio destes animais
nas semanas 1 ¢ 2, quando comprados aos similares tratados com siRNAggp. A partir da
semana 3, a expressdo normalizada de B-MHC no miocardio destes animais era equivalente

a dos animais tratados com siRNAgrp.
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Figura 38- Avaliagdo da expressdao de B-MHC no VE hipertrofico de camundongos com
tratados com siRNAgpp ou sSiRNApak € acompanhados por diversas semanas.

A- Exemplos representativos de produtos de RT-PCR multiplex obtidos com
oligonucleotideos especificos para -MHC ¢ GAPDH.

B- Valores percentuais médios de produtos de RT-PCR multiplex com
oligonucleotideos especificos para B-MHC normalizados pelos valores
obtidos com oligonucleotideos especificos para GAPDH. CT: controle
sham. 4, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: periodo de coarctacdo da aorta. N=6.
*P<0,05 em relacdo aos animais com 4 semanas de coarctagdo da aorta.

+P<0,05 em relag¢do aos animais tratados com siRNAGpp,
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3.4.5- Analise histolégica do VE

1, 2, 3, 6 e 12 semanas apds a administragdo de siRNAgrp ou siRNApak nos
camundongos com hipertrofia compensada, os animais foram sacrificados e secgdes

histologicas de coracdes foram avaliadas.

A anélise morfométrica do VE dos animais tratados com siRNAggp (Figura 39)
mostrou a sustentacdo da hipertrofia dos cardiomidcitos ao longo do periodo experimental,
indicada pelo aumento do didmetro médio, em relagdo aos animais controle (CT). Em
contrapartida, os animais tratados com siRNApak apresentaram reducdo no didmetro médio

dos cardiomidcitos, quando comparados aos similares tratados com siRNAggp,

25— Hl siRNAG,
3 siRNAgx

CT 4 5 6 7 10 16 semanas

Diametro dos cardiomiocitos

Figura 39- Andélise morfométrica do VE hipertréfico de camundongos tratados com
siRNAGrp ou SiRNAfpak. Grafico de barras indica os valores médios do
diametro dos cardiomiocitos de VE de camundongos com cirurgia ficticia ou
com 1 a 12 semanas apos a administracdo de siRNA. CT: cirurgia ficticia
(sham). 4, 5, 6, 7, 10 e 16 semanas: periodo de coarctacdo da aorta. TP<0,05

em rela¢do aos animais tratados com siRNAGpp.
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Na Figura 40 sao apresentados exemplos representativos de secgoes
histologicas de coragdes de camundongos coradas com Tricrodmico de Masson. De acordo
coma Figura 41 e Tabela III, os camundongos tratados com siRNAgrp apresentaram
aumento de 40% na densidade do intersticio, em relagdo aos animais com 4 semanas de
coarctacao da aorta, a partir da sétima semana de constricgao. Contudo, podemos observar
uma reducdo significativa na area ocupada por fibrose nos animais tratados com siRNAgak,
em relagdo aos animais equivalentes tratados com siRNAgrp, de 31%, 38%, 58% e 44%
nas semanas 5, 6, 7 e 10 de coarctagdo da aorta, respectivamente. Na semana 12 apos a
administracdo de siRNApsx ou 16 de coarctacdo da aorta, a area ocupada pelo tecido

intersticial no VE ndo diferia dos animais similares tratados com siRNAgrp.
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Figura 40- Exemplos representativos de coragdes provenientes de camundongos com 4
semanas de coarctagdo da aorta tratados com siRNAgrp ou SiRNApag €
corados com Tricromico de Masson.

A- Miocardio proveniente de camundongo com 4 semanas de coarctagdo da
aorta. 400x.

B- Miocardio proveniente de camundongo com 5 semanas de coao e 1 semana
de tratamento com siRNAggp. 400x.

C- Miocéardio proveniente de camundongo com 6 semanas de coao e 2 semanas
de tratamento com siRNAggp. 400x.

D-Miocardio proveniente de camundongo com 4 semanas de coarctacdo da

aorta. 400x.
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E- Miocéardio proveniente de camundongo com 5 semanas de coao ¢ 1 semana
de tratamento com SiIRNArak. 400x.

F- Miocardio proveniente de camundongo com 6 semanas de coao e 2 semanas
de tratamento com sSiRNAfpak. 400x.

G-Miocéardio proveniente de camundongo com 7 semanas de coao e 3 semanas
de tratamento com siRNAggp. 400x.

H-Miocardio proveniente de camundongo com 10 semanas de coao e 6
semanas de tratamento com siRNAggp. 400x.

I- Miocardio proveniente de camundongo com 16 semanas de coao e 12
semanas de tratamento com siRNAgrp. 400x.

J- Miocardio proveniente de camundongo com 7 semanas de coao e 3 semanas
de tratamento com siRNApak. 400x.

K-Miocardio proveniente de camundongo com 10 semanas de coao e 6
semanas de tratamento com siRNAFfpak. 400x.

L- Miocardio proveniente de camundongo com 16 semanas de coao e 12

semanas de tratamento com siRNArak. 400x.
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Figura 41- Analise quantitativa das areas de fibrose no VE de camundongos com 4
semanas de coarcta¢do da aorta tratados com siRNAgrp ou SiRNApak. CT:
animais submetidos a cirurgia ficticia. 4, 5, 6, 7, 10, 16 semanas: periodo de
coarctagao da aorta. *P<0,05 em relacdo aos animais com 4 semanas de

coarctacao da aorta. TP<0,05 em relacao aos animais tratados com siRNAgrp
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3.4.6- Curva de mortalidade

Visando aplicag¢do terapéutica do siRNApakx, uma vez que sua administracao
mostrou regredir a hipertrofia instalada e melhorar a fun¢do do VE, foi acompanhada a
mortalidade dos camundongos. A Figura 42 mostra que, a sobrevivéncia dos animais

tratados siRNApax € significativamente maior do que daqueles tratados com siRNAggp.
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Figura 42- Curva de mortalidade de camundongos com 4 semanas de coarctacdo da aorta
tratados com siRNAgrp ou siRNApak € acompanhados por 1, 2, 3, 6 e 12
semanas apo6s a injecao de siRNA ou 5, 6,7, 10 e 16 semanas de coarctagdao da

aorta.
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4- DISCUSSAO

151

i}



Recentemente, houve um grande progresso no entendimento da fungdo da FAK
no crescimento hipertréfico do ventriculo esquerdo provocado por estimulos mecanicos.
Esta ¢ uma questdo importante dada a sua relevancia clinica pois a presenga da hipertrofia
cardiaca em doengas, como hipertensdo, ¢ determinante de mal prognostico. Porém, os
dados atuais obtidos em camundongos com delecdo condicional da FAK, dirigida pelo
promotor da miosina de cadeia leve 2v (PENG et al., 2006; DIMICHELE et al., 2006), para
avaliar a importancia da FAK na instalagdo da hipertrofia adaptativa cardiaca em resposta a
sobrecarga pressorica foram discrepantes e inconclusivos. Em longo prazo, se a FAK ¢
importante na prevengdo ou contribui para a deterioracdo da funcdo cardiaca ainda ¢ um
ponto a ser esclarecido (BAYER et al., 2002; DIMICHELE et al., 2006; LOPES et al.,
2007). Assim, estes resultados conflitantes e as limitagdes impostas pela delecao de FAK
restrita aos cardiomiécitos excluem um melhor entendimento da importancia da sinalizagao
da FAK na fisiopatologia complexa da hipertrofia e sua progressdo para a insuficiéncia

cardiaca decorrente da resposta a sobrecarga mecanica.

A habilidade de siRNAs sintéticos administrados de modo sistémico em reduzir
eficientemente a expressao de proteinas alvo especificas foi demonstrada em alguns poucos
modelos de doengas em pequenos roedores (McCAFFREY et al., 2002; SONG et al., 2003;
ZENDER et al., 2003; CONTRERAS et al., 2004; TOMPKINS ET AL., 2004; BRADLEY
et al., 2005). Neste estudo, o silenciamento transiente do gene da FAK no miocéardio
permitiu a definicdo de um papel para esta molécula de sinalizacdo na fisiopatologia
complexa da hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida por sobrecarga pressorica e seu

progresso para o remodelamento maladaptativo.

Seis achados principais sustentam esta conclusdo: (1) o silenciamento génico da
FAK atenuou o crescimento hipertrofico dos cardiomiécitos e da expressdo do marcador
molecular de hipertrofia B-MHC no VE de camundongos submetidos a sobrecarga
pressoérica crdnica, (2) o silenciamento da FAK atenuou o aumento da fibrose interticial,
conteudo de colageno, expressdao e atividade de MMP-2 no VE submetido ao estimulo
mecanico, (3) a fun¢do do VE foi preservada nos animais tratados com siRNApak, apesar
da persisténcia da sobrecarga pressorica, (4) o silenciamento da FAK reverteu o fenotipo de

hipertrofia cardiaca de camundongos submetidos a sobrecarga pressorica cronica, apesar da
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persisténcia do estimulo mecanico, (5) o silenciamento da FAK retardou o remodelamento
maladaptativo cardiaco nos animais tratados com siRNApak, (6) a taxa de sobrevivéncia foi

maior nos camundongos tratados com siRNApak.

Desta maneira, o silenciamento transiente da FAK mostrou prevenir assim
como reverter a hipertrofia do ventriculo esquerdo induzida por sobrecarga pressorica em
camundongos. Ainda, o silenciamento do gene da FAK também demonstrou atenuar e
retardar as anormalidades estruturais e funcionais tardias da hipertrofia do ventriculo

esquerdo, apesar da persisténcia da sobrecarga pressorica.
4.1- Silenciamento do gene da FAK in vivo por iRNA

A inje¢ao hidrodinamica em camundongos foi o0 método pioneiro empregado na
administracao sistémica de siRNA nao modificado in vivo (McCAFFREY et al., 2002;
LEWIS et al., 2002). Neste método, ¢ feita uma inje¢do rapida e de grande volume de
solugdo de siRNA na veia caudal de camundongos. Com o fluxo dindmico, ha o
desenvolvimento de uma pressao hidrostatica alta na veia cava inferior, forcando o fluxo da
solugdo de siRNA para tecidos como figado e rim, que sdo diretamente ligados a veia cava
inferior. Como o figado ¢ o maior 6rgdo e com uma estrutura expansivel, uma grande
quantidade de siRNA ¢ for¢ada no figado em uma direcdo oposta a circulagdo normal,
resultando na exposicao direta das moléculas de siRNA nas células do figado antes da sua

distribuicdo para os outros tecidos (LEWIS & WOLFF, 2007).

Desta maneira, este método visa a entrega de siRNA preferencialmente ao
figado, rim, baco e pancreas; com menor eficiéncia nos outros orgaos (LIU et al., 1999).
Neste estudo demonstramos que a injecdo de siRNApax na veia caudal ndo alterou a
expressdo da FAK no VE de camundongos. Desta maneira, a principal barreira para o uso

de iRNA em mamiferos ¢ a dificuldade de absor¢ao de siRNA no tecido desejado.

Atualmente, tem se demonstrado que a absor¢ao de siRNAs pode ser alcancada
através da injecao na vasculatura local do tecido de interesse (ZHANG et al., 2002;
CONTRERAS et al., 2004; HAGSTROM et al., 2004). Neste estudo, desenvolvemos um

método eficaz de administragdo de siRNA nao modificado no coracdo através da injecdo na
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veia jugular direita de camundongos adultos. Demonstramos que injecdes intravenosas
unicas de siRNA especifico fornecem uma reducdo prolongada (~70-50%, 15 dias) na
expressado da FAK no VE normal e também no hipertréfico de camundongos. O
silenciamento da FAK foi confirmado nos cardiomidcitos (~80%) e fibroblastos (~67%)
isolados provenientes de coragdes de camundongos apos 14 horas da inje¢ao siRNApak,
sugerindo que populacdes celulares cardiacas de midcitos e ndo-midcitos podem ser

igualmente susceptiveis ao silenciamento génico pela estratégia de RNA1 utilizada.

Assim, estes resultados indicam a possibilidade do emprego da metodologia de
RNAI no silenciamento de genes no coragdo de camundongos adultos, pelo emprego da
infusdo de solucao de siRNA nao modificado pela veia jugular, apesar de siRNAs nao
modificados possuirem meia vida curta (de segundos a minutos) na circulagdo
(SOUTSCHEK et al., 2004). Esta propriedade dos siRNAs ndo modificados deve-se a sua
eliminagdo rapida por filtragdo pelos rins, por causa do seu tamanho pequeno (7kDa), e pela

baixa resisténcia a nucleases (SORENSEN et al., 2003; DYKXHOORN et al., 2006).

Outro fator limitante da estratégia de iRNA em mamiferos ¢ a pobre absor¢ao
celular de siRNAs ndo modificados. Tem se demonstrado que é possivel ultrapassar este
obstaculo administrando comparativamente grandes quantidades de siRNA seletivamente
no 6rgao onde ele precisar ser entregue (BRIDGE et al., 2003; MODLINGER et al., 2006).
De acordo, demonstramos que uma estratégia modificada de injecdo local, isto ¢, uma
injecdo em bolus de siRNA comparativamente concentrado na veia jugular, em relacdo a
veia caudal, foi eficaz na reducdo da expressdo da FAK no VE de camundongos. O
silenciamento relativamente modesto da FAK no rim e a auséncia de silenciamento no
figado, bem como a demonstra¢do de que injecdo hidrodindmica de siRNApax pela veia
caudal ndo altera a expressao da FAK no VE dao suporte a eficiéncia da administracdo de
siRNA ndo modificado pela veia jugular na indug¢do do silenciamento génico cardiaco in

Vivo.

Contudo, a quantidade relativamente grande de siRNApak necessaria para obter
um silenciamento génico eficiente no VE pode induzir respostas ndo especificas e efeitos
off-targets, limitando o uso desta estratégia. Neste contexto, o principal efeito inespecifico

relacionado a administracao de siRNAs em mamiferos ¢ a indugao da resposta imunogénica
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por interferon, causando inibi¢do global e nao-especifica da tradu¢dao de proteinas
(LEUNG & WHITTAKER, 2005). Apesar de siRNAs com sequéncia inferior a 30
nucleotideos ndo causarem resposta por interferon (ELBASHIR et al., 2001), ela pode ser
ativada pelo uso de concentragdes altas de siRNA (BRIDGE et al., 2003;
PERSENGIEYV et al., 2004).

Neste estudo demonstramos que a administracdo sistémica de 15pg de
siRNApakx ndo induziu a expressdo de interferon gama no plasma de camundongos. Este
dado esta de acordo com resultados publicados recentemente que indicam que siRNAs ndo
dao origem a uma resposta intensa de interferon em células de mamiferos. Ainda, que o uso
de siRNA ndo modificado inibe a resposta por interferon em camundongos
(HEIDEL et al., 2004), sendo os principais efeitos inespecificos relacionados com a
administracdo sistémica de siRNA devidos ao reagente de transfec¢dao baseado em lipideos

e ndo ao siRNA em si (FEDOROV et al., 2005; JUDGE et al., 2005).

Em 2005, Judge et al. mostraram que a atividade imunogénica e toxicidade de
alguns siRNAs eram dependentes da sua seqiiéncia de nucleotideos e, assim, definiram
como motivos imuno-estimulatérios as sequéncias ricas em GU e poliU. Estas sequéncias
podem induzir indiretamente a producao de interferon pela ligagao a receptores do tipo Toll
(TLR3, TLR7 e TLRS), que alertam as cé¢lulas do sistema imune para a presenca de RNA
de patogenos virais (KARIKO et al, 2004; HORNUNG et al.,, 2005). Nao foram
encontrados os motivos imunogénicos mencionados na analise da seqiiéncia dos siRNAs

utilizados (FAK e GFP).

O efeito principal off-target relacionado a siRNAs € o reconhecimento de outros
RNAm que possuem complementariedade apenas parcial com a fita antisenso, ocasionando
a inibicdo da expressdo génica de outras proteinas além da proteina de interesse
(JACKSON et al., 2003; SAXENA et al., 2003). Neste contexto, demonstramos que o
tratamento com siRNApak ndo afeta a expressao no miocardio da FAK-relacionada PYK2
ou das proteinas nao relacionadas miosina e ERK ', sugerindo a falta de efeitos off-targets
nesta sequéncia. Em adi¢@o, a analise in silico da sequéncia do siRNApax em banco de
dados (NCBI) indicou homologia com outras seqii€ncias génicas ndo superiores a 5%, o

que minimiza a chance de efeitos off-targets por esta seqliéncia.
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Ao avaliarmos o curso temporal do silenciamento génico da FAK no miocardio,
apenas apds a terceira semana da inje¢cdo de siRNApak 0s transcritos e a expressdo da
proteina FAK voltaram aos niveis observados no VE de camundongos que foram tratados
com siRNAgrp, Embora nio esperassemos este efeito prolongado, observagdes anteriores
indicaram que o silenciamento génico induzido por siRNA ndo modificado pode ser efetivo
por semanas (PALLISER et al.,, 2006; ZIMMERMANN et al., 2006). Este efeito
prolongado pode ser atribuido a estabilidade da interacdo da fita ativa de siRNA com o
complexo RISC, a qual pode persistir por semanas, dependendo da taxa de divisao celular e
da presenca do RNAm alvo dentro das células (SONG et al., 2003A; SONG et al., 2003B).
Neste contexto ¢ bom mencionar que os cardiomiocitos ndo proliferam a taxas
significativas em coragdes normais ou doentes, eliminando a perda de siRNA pela diluicao
do ambiente intracelular, embora os outros tipos celulares possam proliferar em resposta ao
estimulo fisiopatologico. De maneira interessante, siRNApax reduziu a expressiao
miocardica de FAK a niveis comparaveis no VE de animais controle e coarctados,
indicando que as influéncias troficas da sobrecarga pressorica ndo afetam a eficiéncia do

siRNA no silenciamento de FAK no miocardio.

4.2- FAK e hipertrofia
4.2.1- Modelo de coarctacdo da aorta em camundongos

A coarctacdo da croga da aorta em camundongos ¢ um modelo que tem sido
rotineiramente utilizado em estudos de hipertrofia cardiaca. Neste modelo, ha um rapido
crescimento hipertrofico do VE em resposta a sobrecarga pressorica, evoluindo para a

insuficiéncia cardiaca.

Ao avaliarmos as alteracdes estruturais e funcionais dos coragdes de
camundongos submetidos a coarctacdo da aorta, demonstramos que a hipertrofia
concéntrica compensada inicialmente instalada evoluia para a descompensacdo, com

dilatacao e disfuncao sistélica do VE.
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Neste estudo, avaliamos a expressao ¢ atividade (fosforilagdo da tirosina 397)
da FAK no miocérdio hipertrofico de camundongos submetidos a coarctagdo da aorta
cronica. E importante salientar , que os estudos anteriores do nosso laboratério que
avaliaram a expressao e atividade da FAK no VE de ratos restringiram a andlise a tempos
agudos de até 1 hora apds o inicio da sobrecarga pressorica (FRANCHINI et al., 2000;
DOMINGOS et al., 2002).

Demonstramos o aumento na expressdo e picos de atividade da FAK no
miocardio hipertrofico de camundongos apds a constriccdo da aorta. Estes picos de
atividade da FAK coincidiam com a dilatagdo ¢ disfungdo do VE (descompensagdo da
hipertrofia) observados por ecocardiografia. Estes resultados estdo de acordo com
Bayer et al., 2002, que demonstraram aumento na expressdao e atividade de FAK na
hipertrofia compensada e na transi¢do para a insuficiéncia cardiaca em ratos submetidos a

coarctacdo cronica da aorta abdominal.

A hipertrofia do VE induzida por sobrecarga pressorica foi acompanhada pelo
aumento da fibrose miocardica. Através de estudos imunohistoquimicos, demonstramos
que a forte marcagdo anti-FAK nos cardiomiécitos em coragdes normais foi alterada para as
regides correspondentes a fibrose instersticial no VE hipertréfico. Esta observacao esta de
acordo com estudos anteriores em VE  hipertrofico de ratos e humanos
(BAYER et al., 2002; LOPES et al., 2007), sugerindo o aumento da atividade da FAK nas

células do intersticio.

4.2.2- Avaliagdo da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica cronica

em camundongos previamente tratados com siRNApax

Um dos achados principais deste estudo foi que reducdes transientes da
expressao da FAK no miocardio pela estratégia de iRNA atenuou o desenvolvimento da
hipertrofia do VE em camundongos submetidos a coarctacdo da aorta. Isto implica que
FAK ¢ necessaria para o desenvolvimento da hipertrofia do VE em resposta a sobrecarga

pressorica cronica.
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Neste estudo demonstramos que uma Unica injecao intravenosa de siRNAgpak,
via veia jugular, foi capaz de produzir uma redugdo prolongada (~67-45%, 15 dias) na
expressdo da FAK no VE de camundongos posteriormente submetidos a coarctagdo da
aorta. Esta reducdo na expressdo génica da FAK foi compardvel a dos animais normais
tratados com siRNApak. Desta maneira, o siRNApax parece atuar de maneira semelhante
no miocdrdio normal e hipertrofico, indicando que as influéncias troficas da sobrecarga
pressorica ndo afetam a eficiéncia do siRNApax em silenciar a FAK no miocéardio. O
knockdown da FAK foi acompanhado da redu¢do da atividade da sinalizagdo da FAK no
miocardio, avaliada por anticorpo fosfo-especifico anti-tirosina 397, o principal residuo

determinante da atividade quinase da FAK.

A andlise do silenciamento génico da FAK no VE de camundongos
posteriormente submetidos a cirurgia ficticia (sham) mostrou que a FAK parece ser
dispensavel para a estrutura e funcao cardiaca basal. Estes resultados estdo de acordo com
dados anteriores gerados em camundongos jovens knockout da FAK restrito aos miocitos
que indicaram que a FAK ndo ¢ requerida para a arquitetura dos cardiomidcitos e funcao

cardiaca basal (DIMICHELE et al., 2006).

A redugdo na expressdo da FAK no VE foi paralela a atenuacdo do crescimento
hipertréfico dos cardiomiocitos e da expressao do marcador molecular de hipertrofia
B-MHC em resposta ao estimulo mecanico. Estas observagdes dao suporte a conclusdo de
que o silenciamento da FAK atenua o crescimento hipertrofico afetando as respostas dos
cardiomidcitos a sobrecarga pressorica. Este resultado esta de acordo com dados anteriores
que indicam que a FAK estd envolvida na resposta hipertréfica de cardiomidcitos ao
estresse  mecanico (TORSONI et al, 2003; NADRUZ et al, 2005;
DIMICHELE et al., 2006; PENG et al., 2006).

Contudo, as influéncias geradas como conseqiiéncia do silenciamento da FAK
nos vasos da circulagdo periférica ou fatores neuro-humorais podem contribuir para a
atenuacdo da hipertrofia do VE em animais coarctados previamente tratados com
siRNAfpak. Embora ndo podemos excluir o silenciamento génico da FAK significativo na
vasculatura sistémica nem a redug@o na resisténcia vascular em camundongos coarctados

tratados com siRNApsk, a demonstragdo de que camundongos coarctados tratados com
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siRNApak ou siRNAgrp possuiam gradientes sistolicos trans-coarctacdo e aumentos na
pressdo sanguinea na cardtida compardveis indicam ser improvavel que reducgdes na
resisténcia vascular contribuiram substancialmente para a atenuacdo do crescimento
hipertroéfico nos camundongos tratados com siRNApax . Estudos futuros serdo necessarios
para examinar se mudangas na microcirculacdo corondria ou na atividade de sistemas
neuro-humorais (como o sistema renina-angiotensina) contribuem para o efeito

anti-hipertrofico da silenciamento miocéardico da FAK.

Estudos funcionais do VE ainda apontaram que o silenciamento transitério da
FAK atenuou o crescimento hipertrofico compensatério do VE em resposta a sobrecarga
pressorica, preservando a funcdo sistolica cardiaca dos animais.  Isto conflita,
aparentemente, com as observagdes em camundongos com deplecdo da FAK restrito aos
miocitos (PENG et al., 2006, DIMICHELE et al., 2006), que indicaram que a deplecdo da
FAK predispunha ao remodelamento maladaptativo do VE submetido a sobrecarga
pressorica cronica, associado ao aumento da fibrose intersticial e perivascular. Porém, neste

estudo demonstramos que o silenciamento da FAK foi paralelo a redu¢do na area ocupada

pelo intersticio no cora¢do de camundongos submetidos a coarctacdo da aorta.

Desta maneira, sugerimos que os efeitos contrastantes possam estar
relacionados com a resposta dos midcitos e dos fibroblastos cardiacos ao estimulo
mecanico. Nos cardiomiocitos, o silenciamento da FAK poderia favorecer a melhor
organizacdo dos sarcomeros e funcionalidade das mitocondrias dos cardiomidcitos
submetidos a sobrecarga mecanica, resultando na preservagdo da fungdo cardiaca dos

camundongos. Estudos futuros serdo necessarios para analisar estes aspectos.

Por estarem envolvidos diretamente com o processo de fibrose cardiaca,

o

silenciamento da FAK nos fibroblastos, em adi¢cdo aos cardiomiocitos, pode atenuar o
desenvolvimento da fibrose, favorecendo uma melhor resposta do VE submetido a
sobrecarga pressorica cronica. A redugdo da expressao da FAK nos fibroblastos cardiacos ¢
a principal diferenca entre o modelo apresentado neste estudo e os camundongos knockout

restrito aos miocitos (PENG et al., 2006, DIMICHELE et al., 2006).

Discussio

160



Neste contexto, mostramos que a fibrose miocardica em coracdes hipertroficos
apresentava marcacao anti-FAK, sugerindo a ativacdo da sinalizagdo da FAK nos sitios de
fibrose, como indicado anteriormente em VE hipertroficos de ratos e humanos
(BAYER et al., 2002; LOPES et al., 2007). Demonstramos que fibroblastos extraidos do
VE de camundongos tratados com siRNAgpp € submetidos a 7 dias de coarctacdo da aorta
possuiam aumento na expressdo da FAK. Em contrapartida, fibroblastos provenientes de
coracdes de camundongos equivalentes tratados com siRNApax exibiam reducao
significativa na expressdo da FAK. Assim, os efeitos benéficos do silenciamento da FAK
no remodelamento do VE hipertrofico foram paralelos a atenuacdo da fibrose intersticial,
sugerindo uma fungdo da FAK na fibrogénese miocardica induzida por sobrecarga

pressorica cronica.

Estudos anteriores mostraram que a expressdo génica e atividade gelatinolitica
elevadas de MMP-2 no miocardio de roedores submetido a sobrecarga pressorica ¢ um
evento uniforme do remodelamento do miocardio (PETERSON et al., 2001; SPINALE,
2002; MATSUSAKA et al.,, 2006). Desta maneira, MMP-2 ¢ considerada uma das
moléculas principais determinantes do processo de remodelamento da matriz extracelular
no miocardio submetido a sobrecarga mecanica (IWANAGA et al, 2002

BERGMAN et al., 2007).

Neste estudo demonstramos que o estimulo mecénico ¢ capaz de induzir o
aumento da atividade gelatinolitica de MMP-2 no miocéardio de camundongos submetidos a
7 dias de coarctacdo da aorta. O silenciamento da FAK aboliu o aumento da atividade de
MMP-2 no VE de camundongos, acompanhado pela atenuagao no aumento do conteudo de

colageno no miocardio.

Como os fibroblastos sdo as principais células secretoras de MMPs no
miocardio em resposta ao estimulo mecanico, demonstramos que fibroblastos extraidos do
VE de camundongos tratados com siRNAgpp € submetidos a 7 dias de coarctacdo da aorta
possuiam aumento na expressio da MMP-2. Porém, o silenciamento da FAK nos
fibroblastos isolados de coragdes de camundongos submetidos a sobrecarga mecanica era

acompanhado pela redugdo na expressdo de MMP-2. Esta correlagdo sugere que o efeito
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protetor da FAK no VE sob condi¢des de sobrecarga pressorica cronica pode ser mediado

via MMP-2.

Este dado esta de acordo com observagdes anteriores que indicam que a FAK
pode regular a expressao, secre¢do e ativagdo de MMP-2 (WU et al., 2005). Ainda,
Matsusaka et al., 2006, mostraram a inibicdo da hipertrofia cardiaca e fibrose em
camundongos knockout para MMP-2 quando submetidos a sobrecarga pressorica, em
comparagdo com aos animais selvagens. Juntos, estes dados indicam que a sinaliza¢ao da
FAK pode ser um ponto de controle importante na coordenagdo do processo dindmico de
motilidade celular dos fibroblastos e remodelamento da matriz extracelular no VE

hipertrofico.

4.2.3- Avaliacdo do tratamento com siRNApax da hipertrofia cardiaca instalada

induzida por sobrecarga pressorica cronica em camundongos

Outro achado principal deste estudo foi que redugdes transientes da expressao
de FAK pela estratégia de iRNA reverteu a hipertrofia do VE ja estabelecida em
camundongos mantidos sob condi¢gdes de sobrecarga pressorica cronica. Isto implica que
FAK ¢ necessdria ndo apenas para o desenvolvimento, mas também para sustentar a

hipertrofia do VE em resposta a sobrecarga pressorica cronica.

Demonstramos que administragdo intravenosa de uma unica dose de siRNAFpak,
via veia jugular, foi capaz de produzir uma reducdo prolongada na expressdo da FAK
(~60-44%, 21 dias) no VE hipertréfico de camundongos submetidos a sobrecarga
pressorica cronica. A reducdo na expressao génica da FAK foi paralela a regressdo da
hipertrofia cardiaca. Este processo foi novamente devido as respostas ao estimulo mecanico
dos dois tipos celulares predominantes do coragdo: (1) cardiomidcitos, relacionados a
reducdo do didmetro médio e na expressdo do marcador molecular de hipertrofia f-MHC,

(2) fibroblastos, relacionados a regressao da fibrose miocardica instalada.

Além regredir o crescimento hipertrofico, o silenciamento miocéardico da FAK
também aboliu a consequente deterioragdo estrutural e funcional do VE hipertrofico. Ainda,

mostramos que a disfuncdo do VE submetido a sobrecarga pressorica cronica era paralela
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ao aumento da expressao e atividade da FAK no miocardio. Assim, ¢ razoavel supor que a
persisténcia da ativacdo da sinalizacdo da FAK em resposta ao estimulo mecanico possa ser

prejudicial ao VE hipertrofico.

E interessante notar que os animais tratados com siRNApak apresentaram maior
taxa de sobrevivéncia ao longo do periodo estudado, apesar da regressdo da hipertrofia

cardiaca e persisténcia da sobrecarga pressorica.

Evidéncias sugerem que o processo hipertréfico cardiaco em resposta a
estimulos patoldgicos pode ndo ser inteiramente benéfico. Neste contexto, estudos
demonstraram que a redu¢do na massa cardiaca representa um marcador progndstico
favoravel independente do tratamento utilizado (VERDECCHIA et al, 1998;
MATHEW et al., 2001).

Além disso, sabe-se que o grau de fibrose nos coragdes hipertroficos contribui
para a determinagdo do progndstico em pacientes humanos. O grau de fibrose mais elevado
esta associado com o aumento na morbidade cardiovascular ¢ mortalidade. De fato, o
acumulo de colageno nos coracdes hipertroficos pode ser considerado uma etapa inicial
para a insuficiéncia cardiaca, pois ¢ responsavel inicialmente pela diminuicdo da
complacéncia das camaras cardiacas e disfuncdo diastolica, progredindo para a disfuncao
sistolica deletéria (SELVETELLA et al., 2004). Assim, a diminui¢ao do indice de massa do
VE acompanhado pela regressdo da fibrose cardiaca pode ser um fator determinante na
melhora dos aspectos funcionais do processo hipertrofico e sobrevivéncia dos

camundongos tratados com siRNApak.

Em conclusio, estes resultados indicam que a sinalizagdo mediada pela FAK ¢
necessaria nao apenas para o desenvolvimento, mas também para sustentar a hipertrofia em
resposta a sobrecarga pressorica cronica. Ainda, a persisténcia da ativagdo da FAK pode
afetar de maneira prejudicial a estrutura e funcdo do ventriculo esquerdo submetido a
sobrecarga pressorica cronica. A demonstracdo de que o silenciamento da FAK pode
prevenir a hipertrofia e a deterioragdo cardiaca realga o potencial do silenciamento da FAK
por siRNA como uma estratégia terap€utica aplicavel que pode amenizar o remodelamento
maladaptativo e o prognoéstico das doengas cardiovasculares que evoluem com hipertrofia e

insuficiéncia cardiaca.
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Targeting Focal Adhesion Kinase With Small Interfering
RNA Prevents and Reverses Load-Induced Cardiac
Hypertrophy in Mice

Carolina F.M.Z. Clemente, Thais I. Tornatore, Thais H. Theizen, Ana C. Deckmann, Tiago C. Pereira,
Iscia Lopes-Cendes, José Roberto M. Souza, Kleber G. Franchini

Abstract—Hypertrophy is a eritical event in the onset of failure in chronically overloaded hearts. Focal adhesion kinase
(FAK) has attracted particular attention as a mediator of hypertrophy induced by increased load. Here, we demonstrate
increased expression and phosphorylation of FAK in the hypertrophic left ventricles (LVs) of aortic-banded mice. We
used an RNA interference strategy to examine whether FAK signaling plays a role in the pathophysiology of
load-induced LV hypertrophy and failure, Intrajugular delivery of specific small interfering RNA induced prolonged
FAK silencing (=70%) in both normal and hypertrophic LVs. Myocardial FAK silencing was accompanied by
prevention, as well as reversal, of load-induced left ventricular hypertrophy. The function of LVs was preserved and the
survival rate was higher in banded mice treated with small interfering RNA targeted to FAK, despite the persistent
pressure overload. Studies in cardiac myocytes and fibroblasts harvested from LVs confirmed the ability of the
systemically administered specific small interfering RNA to silence FAK in both cell types. Further analysis indicated
attenuation of cardiac myocyte hypertrophic growth and of the rise in the expression of #-myosin heavy chain in
overloaded LVs. Moreover, FAK silencing was demonstrated to attenuate the rise in the {ibrosis, collagen content, and
activity of matrix metalloproteinase-2 in overloaded LVs, as well as the rise of matrix metalloproteinase-2 protein
expression in fibroblasts harvested from overloaded LVs. This study provides novel evidence that FAK may be involved
in multiple aspects of the pathophysiology of cardiac hypertrophy and failure induced by pressure overload. (Cire Res.
2007:101:1339-1348.)

Key Words: cardiac myocytes m signaling m mechanical stress m heart failure

Lefr ventricular hypertrophy is a common feamre of
preclinical cardiovascular diseases with prognostic im-
plications. Although the hypertrophy initially assumes a key
role in the cardiac compensation for hemodynamic overload,
it often evolves with structural and functional abnormalities
that predispose to chamber maladaptive remodeling, heart
failure and premature death.'” Barly hypertrophic growth
reflects the increased mass of cardiac myocytes, whereas
maladaptive remodeling is additionally accompanied by ab-
normalities such as disproportionate growth of the myocar-
dial interstitium, intrinsic dysfunction, and death of the
myocytes that are postulated to be the underlying causes of
the hypertrophy decompensation.* Mechanical stress elicited
by changes in hemodynamic forces and overactivity of
neurchormonal factors have been considered the main trig-
gering stimuli for the nstallation of hypertrophy as well as of
the stuctural and functional deterioration occuming during
hypertrophy decompensation.*>

Focal adhesion kinase (FAK) has received attention as a
potential mediator of the cardiac myocyte responses to
hypertrophic stimuli, Accordingly, FAK has been demon-
strated to mediate the expression of hypertrophic genetic
program in isolated cardiac myocyies in response 10 mechan-
ical stress® ® or to agonists such as endothelin and phenyl-
ephrine.? -1 Moreover, FAK expression has been shown to be
persistently increased in hypertrophic rat and human left
ventricle (LVs).122* Recently, myocyte-restricted FAK con-
ditional knockout mice were generated by 2 independent
groups that confirmed the eritical importance of FAK for the
load-induced hypertrophy of the LV.1.5 However, these
authors reported contrasting phenotypic changes of the LV in
response to pressure overload. Peng et al* reported an
eccentric hypertrophy and an increased length of cardiac
myocyles, whereas DiMichele et al'® reported an attenuation
of hypertrophy in response to pressure overload. These
conflicting data and the limitations imposed by resmricting the
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FAK deletion to cardiac myocytes preclude a better under-
standing of the role of FAK in the complex pathophysiology
of cardiac hypertrophy and its progress to failure.

In the present study, we report the development of a
strategy to deplete FAK in mouse LVs by in vivo small
interfering (si)RNA delivery and to address the influence of
FAK in the pathophysiology of cardiac hypertrophy and
failure induced by chronic pressure overload in mice. We
found that myocardial FAK silencing prevented and reversed
left ventricular hypertrophy, myocardial fibrosis, and the
deterioration of cardiae structure and function in chronically
overloaded LVs.

Materials and Methods

An expanded Materials and Methods section is available in the
online data supplement at hitp:/feircres.ahajournals.org,

Mice

Swiss mice (6 to 8 weeks old) were handled in compliance with the
principles of laboratory animal care formulated by the Animal Care
and Use Committee of the State University of Campinas. Procedures
such as jugular and tal vein and carotid and femoral artery
catheterization, aortic banding, and echocardiographic examination
were performed under anesthesia with a mixture of ketamine (100
mg/kg) and xylarine (5 mg/kg) Chronic pressure overload was
abtained by transverse aortic constriction. Blood pressure was
simultancously recorded in the carotid and femoral arteries o
determine the transconstriction systolic gradient.

Echocardiography

Two-dimensional M-mode echocardiography was performed with a
12-MHz probe connected to a Toshiba Power Vision system by a
blinded obgerver at 15 minotes after the induction of anesthesia.

siRNA Synthesis

sIRNA targeted to the mouse FAK gene was designed by a software
that used internal stability parameters, as previously reported 16 DNA
oligonucleotides (Integrated DNA Technologies) were as follows:
(1) T7, 5'-GGTAAT ACGACTCACTATAG-3". (2) FAK sense
(ABO3003S), §'-GCGAAATCCATAGCAGGCCACTA TAGTG-
AGTCGTATTACC-3"; (3) FAK antisense, 3'-ACGTGGCCTGCT-
ATGGATTTCTATAGTGAGTCGTATTACC-3", (4) GFP sense,
5 -GTGTCTTGTAGTTCCCGTCTATAGTGAGTCGTATTACC-
3% (5) GFP antizense, 3" -ATGACGGGAACTACAAACACC
TATAGTGAGTCGTATTACC-3.

Isolation of Adult Mouse Ventricular Myocytes
and Fibroblasts

Ventricular myocyies and fibroblasts were 1solated from nuce | day
after treatment with siRNA.,, or aRNA;; vsing a collagenase
digestion method, as reponted previously.”

Western Blotting

Tissue extracts containing equal amounts of lotal protein (50 jug)
were resolved by 8% SDS-PAGE. The membranes were incubated
with primary antibodies and "*I-protein A was used for the detection

of specific bands.

Northern Blotting

Samples of wtal RNA (15 jug) were resolved in denaturing gel and
blotied with *P-labeled oligonucleotide FAK probes (151 bp)
generated using the following primers: FAK sense (AB0O30035),
S-ATGTTCTGGTGTCCTCAAATG-3' (gene coordinates 1590 to
1610); and FAK antisense, 5 -GAGGTAAAACGTCGAAAA
TTG-3" (gene coordinales 1720 to 1740),

Zymography

Samples of monse LVs were resolved in SDS-PAGE containing
0.1% of gelatin. The gels were incubated for 24 hours in a matnx
metalloproteinase (MMP) substrate buffer and then stained with a
Coomassie blue solution. The MMP proteolytic activity was deter
mined by image analysis of the zymograms,

LV Hydroxyproline
Samples of left ventricular posterior wall were used for quantitative

estimation of myocardial hydroxyproline.

Interferon-y Assay

Plasma interferon-+y concentration was obtained with an endogen
mouse interferon-y ELISA MiniKit according to the instructions of
the manufacturer (Plerce).

Histological Examination
Sections of LVs were stained with Masson's trichrome to measure
the cardiac myocyte di and the i itium in heart sections.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed as described previously.”
RT-PCR Analysis

Ome-step RT-PCR was performed to assess the expression of
A-myosin heavy chain (MHC) (sense, 5'-GCCAACACCAACCTG-
TCCAAGGTTC-3', and antisense, 5 - TGAAAAGGC TCCAGG-
TCTGAGGGC-3") and GAPDH (sense, 5'-GGCATTGCTCTC-
AATGACAA-3, antisense, 5'-AGGGTGCAGHGGAACTTTAT-
T3') was uszed as the reaction control.

Statistical Analysis

Data are presented as means = SEM. Differences berween the mean
values of the hemodynamic and echecardiographic data and dens
tometric readings were tested by 1-way or Z-way repeated-measures
ANOVA, Post hoc analysis was performed with Bonferroni
multiple-range test, Survival of siRNAG ;- versus siRNA o banded
mice were compared using the Kaplan-Mayer test. A valve of
P<20.05 indicated statistical significance.

Results

FAK Expression and Phosphorylation Are
Increased in Hypertrophic LVs

To examine FAK protein expression and phosphorylation at
Tyr397 in the hypertrophic LVs, we studied different sub-
groups of mice that underwent sham operation (SO) or aortic
banding (1 to 12 weeks). As shown in Figure 1A, left
veniricular posterior wall thickness was already increased in
1-week banded mice, demonstrating the rapid hypertrophic
growth typical of this model. Dilatation and reduction of
fractional shortening of the LVs were also observed in this
subgroup, likely because of the impact of the sudden aortic
constriction. Increased LV wall thickness without dilatation
or reduction in fractional shortening, were seen in mice
studied 2, 3, or 6 weeks after aortic banding, indicating a
compensated hypertrophy. However, |2-week banded mice
showed chamber dilatation and reduction in fractional short-
ening, in addition to hypertrophy, indicating a stage of LV
decompensation. Detailed hemodynamic, echocardiographic,
and morphomerric data of these subgroups are shown in
supplemental Table [. Postmortem analysis confirmed the
increases of left ventricular mass in banded mice. As ex-
pected, the average diameter of cardiac myocytes and the area
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Figura 1. Pressure overload increases myocardial FAK expression and phosphaorylation. A, Bar graph indicating the values of end dia-
stolic diameter (LVEDD), snd systolic diameter (LVESD), fractional shortening (FS), and posterior wall thickness (LVWT) of LVs from SO
and aortic-handed mice (1 to 12 weeks after banding). B, Myocardial expression of FAK, pFAK, and myosin. The bar graph shows the
average changes in the ratic between the densitometric valuss of myocardial pFAK and FAK expression. Goomassie-stained gel was
used as a loading control. G, Low magnification (x400) of anti-FAK myocardial immunostaining from SO mice. D, High magnification
(1200} of anti-FAK myozardial staining from SO mice. E, Low magnification (x400) of anti-FAK myocardial staining from 12-week
banded mice. F, High magnification (1200} of anti-FAK myoccardial staining from 12-week banded mice highlighting an area of myo-

cardial focal fibrosis. *P<0.05 compared with values of 50O mice.

occupied by the myocardial interstitium were increased in
banded mice (supplemental Table I).

Greater amounts of FAK were seen in the LVs of banded
in comparison with 50 mice (~2.0-fold in 1- to 12-week
banded mice) (Figure 1B). Phosphorylated FAK was also
increased in samples of banded mice, peaking at the first and
at the 12th week (~3.5-fold} after aortic banding, so that the
ratio of phosphorylated to total FAK (pFAK/FAK) (Figure
1B) was increased by 2.0- and 1.8-fold, respectively. Notably,
the peaks in the pFAK/FAK ratio coincided with dilatation
and reduced fractional shortening of the LVs. Samples were
normalized to the densitometric values of cardiac myosin
(Figure 1B). Coomassie staining of total L'V protein resolved
in SDS-PAGE, confirmed the loading of equal amounts of
total myocardial protein in the gels (Figure 1B}

Immunostaining with anti-FAK antibody indicated that in
the LVs of SO mice, FAK was mostly located in the cardiac
myocytes (Figure 1C and 1T¥), with only a faint staining of
the interstitial areas. However, in samples from banded mice,
anti-FAK staining was detected in cardiac myocytes and in
the areas of focal and perivascular interstitial fibrosis (Figure
1E and 1F).

Optimization of Myocardial FAK Silencing

by siRINA

Next, we searched for an amount of siRNAg, . that, when
injected systemically via the jugular vein, could reduce the

myocardial FAK protein expression by at least 70% com-
pared with the values normally seen in the mouse LVs. We
started with 5 ug (~130 pg/kg) of siRNA based on previous
reports in the literature!®!® and demonstrated that 72%
silencing of myocardial FAK could be obtained 24 hours after
bolus injections of 15 pg (~500 pg/kg) of siIRN Ay, diluted
in 300 uL of PBS via the jugular vein (Figure 2A). We also
examined whether high-pressure hydrodynamic injections of
siRNAg, . via the tail vein were effective in inducing FAK
silencing in the mouse LVs. The representative example of
Figure 2B indicates that injections of 15 g of siRNAp.:.
diluted in 3 mL PBS, did not affect FAK expression in the
LVs, likely because of the dilution of the siRNA.

The next aim of this study was to investigate the time
course of myocardial FAK silencing after single injections of
siRNAg, - that were delivered systemically. As summarized
in Figure 2C, myocardial FAK protein expression was re-
duced to =~28% at 1 and to =~~50% at 7 and 15 days after the
administration of siRNAg.; in the LVs of normal mice. By
the third week after siRNAg.. injection, the amount of
myocardial FAK reached levels comparable to those seen in
mice treated with siRNAp. The analysis of Northern blots
confirmed a similar reduction in FAK mRNA over time after
siRN AL, - injection (Figure 2I}).

Additional experiments were performed to investigate
whether myocardial FAK gene silencing included the cardiac
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Figure 2, Myocarcial FAK silencing by siRNAzy.. A, FAK expression in the LVs of mice treated with increasing amounts of siRNAgy or
vehicle (VH) via the jugular vein. B, Representative example (n=4) of FAK expression in the LVs of mice 24 hours after hydrodynamic
injections of sIRNArag or siRNAgre (15 wg/3 mL) by tail vein. G, Time course of FAK protein expression normalized by myocardial myo-
sin in the LVs of mice treated with a single dose of sIRNAg., or siRNAgg (15 wa). D, Representative example and average values of
FAK mRNA determined by Northern blotting of total RNA from LVs of mice treated with siRNAgy or sIRNAge (15 wg). Total RNA 288
and 188 bands are shown as |oading controls. E, FAK expression in isolated cardiac myocytes harvested from normal mouse LVs 24
hours after treatment with siRNA. The bar graph shows the average values of FAK normalized by the amount of myosin in the samples
{N=4. F, FAK expressicn In fibroblasts harvested from mice 24 hours after sIRNA {15 pa) treatment. The bar graph shows the average
values of FAK in the samples (N=4). *P<0.05 compared with values of SO mice.

myocytes and the fibroblasts. As shown in Figure 2E and 2F,
FAK protein expression was reduced in the extracts from
myocytes or fibroblasts harvested from the LVs 24 hours
after the treatment with siRNAg,; to an extent comparable to
that of myocardial extracts.

Next, we aimed to investigate potential off-target and
nonspecific effects related to siRNAg, . As shown in Figure
3A and 3B, no changes were seen in the myocardial expres-
gion of FAK-related protein tyrosine kinase, proline-rich
tyrosine kinase 2 (Figure 3A), extracellular signal-regulated
kinase Y%, or cardiac myosin (Figure 3B) 24 hours after the
injections of siRNAg,; i normal mouse LVs Another
potential problem with RNA mterference in mammalian

systems is the induction of the interferon response, which
causes global, nonspecific inhibition of protein translation
and might influence the effects of siRNAg,, in the myocar-
dium. As shown in Figure 3C, there was no significant
change in the plagma levels of interferon-y in a period
ranging from 1 to 28 days after the injections of siRNAg, . or
siRN A in normal mice.

Finally, because the siRNA was injected systemically, we
also analyzed FAK protein expression in tissues such as lung,
kidney, and liver. Reductions in FAK expression similar to
those seen in myocardial samples were observed in the lung
and in the kidney; however, no change was detected in the
liver after imjections of siRNAg, » (Figure 3D). The difference
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in the efficiency of FAK silencing in the liver and kidney
might be related to differences in the arterial blood flow and
mass between these organs.

FAK Silencing Retards Load-Induced
Hypertrophy in Aortic-Banded Mice
To investigate whether myocardial FAK silencing affects the
load-induced LV hypertrophy, siRINApyy or siRNAmp were
injected on the day before sham operation or aortic banding
(1 to 12 weeks). The data shown in Figure 4A indicate that
single injections of siRNAg significantly reduced FAK
protein expression in the LVs of aortic-banded mice. This
effect was still observed, although attenuated, in the group of
mice studied 2 weeks after the siRNA injection. In contrast,
in banded mice injected with siRNA o, FAK protein expres-
sion was found to be increased at the first week after aortic
banding and then thereafter. Next, experiments were per-
formed to examine whether FAK silencing was also reflected
in FAK mRNA levels. As shown in Figure 4B, aortic banding
lasting for 7 days increased FAK mRNA expression by
2.4-fold in mice treated with siRNA p, whereas in mice
treated with siRNAg, ¢, it was found to be reduced by ~40%.
Moreover, as shown in Figure 4C, in 7-day banded mice, the
reductions in the myocardial expression of FAK induced by
siRNAg, . were accompanied by a proportional reduction in
the amount of phosphorylated FAK.

We found that blood pressure, heart rate, and structure and
function of LVs were unaffected by siRNAg; in SO mice,
indicating that FAK knockdown does not influence basal

cardiac function or structure; thus the data of 6-week S0 mice
treated with siRIN Ag,  or siRNA . were used as controls for
the comparisons with banded mice. Treatment with siRNA
did not affect the typical changes of the LV induced by
chronic pressure overload (Figure 4D, black bars). Pretreat-
ment with siIRNAg, . retarded the load-induced left ventricular
hypertrophy, an effect that paralleled the FAK protein silenc-
ing. Transient FAK silencing markedly attenuated the dilata-
tion as well as the reduction of left ventricular fractional
shortening seen at the first week after aortic banding (Figure
41, empty bars). In addition, the transient FAK silencing
abolished the reduction of fractional shortening, although it
did not change the dilatation of the LVs in 12-week banded
mice. Notably, no differences were seen in the systolic
gradient across the aortic constriction between mice njected
with siRNA i or siRINAg, ;. (supplemental Table IT).

The average diameter of cardiac myocytes was reduced in
banded mice treated with siRNAg.x in comparison with those
treated with siRNA g (Figure 5A). In addition, FAK silenc-
ing was shown to attenuate the rise of the hypertrophic
marker gene 3-MHC induced by aortic banding (Figure 5B).

LV interstitial fibrosis of aortic-banded mice treated
with siRNAg, » was attenuated, as compared with that of
mice treated with siRNA;p (Figure 5C throngh 5F). This
was accompanied by attenuation of the increases in the LYV
collagen content induced by pressure overload, as indi-
cated by the analysis of myocardial hydroxyproline in
banded mice treated with siRNAg; (Figure 5G). More-
over, FAK silencing prevented the increases in the zymo-
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Figure 4. FAK silencing prevents the hypertrophy and retards the deterioration of chronically overloaded mice left ventricle. Mice
treated with sIRNAg. or sIRNAg (15 g} on the day before aortic banding and followed up for 1 to 12 weeks. A, FAK and myosin
expression. The bar graph shows the average changes in FAK normalized by the amount of myosin in the samples. B, Representative
Northern blot of total RNA from 7-day aortic-banded mice and mice treated with sSIRNA. The bar graph shows the average changes in
the densitometric values of myocardial FAK mRNA. Representative loading control of 288 and 18S bands from mice treated with
sSiRNAgy. G, FAK and pFAK expression from 1-week siRNA-treated mice. The bar graph shows the average changes of the pFAK/FAK
ratio. D, Bar graphs Indicating the average values of echocardiographic mouse LY dimensions. *P<0.05 compared with values of SO

mice, TP<0.05 compared with values of banded mice.

gram gel lysis for MMP-2 induced by aortic banding. As
shown in Figure 5H, LV samples from mice treated with
siRNAqp displayed increased gel lysis, whereas in sam-
ples from mice treated with siRNAg, ;. this lysis was
comparable to that from control mice treated with siRNA
ot siRNAg.p. In fibroblasts harvested from 7-day banded
mice, we confirmed the increases in FAK and MMP-2
expression induced by pressure overload and, additionally,

we showed that FAK silencing canceled the rise in the
expression of MMP-2 (Figure 51).

siRNApsx Reverses Established LV Hypertrophy

We next examined whether systemically administered
siRNAg, ¢ could reverse already-existing load-induced left
ventricular hypertrophy. In these experiments, siRNAp
or siRNA. gz were administered to 4-week aortic-banded
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a single dose (15 ug) of sSIRNAgy or SIRNAge on the day before aortic-banding surgery and followed up for 1 to 12 weeks. The bar
graph indicates the average cardiac myocyte diameter. B, Representative multiplex RT-PGR gel of 3-MHG and GAPDH mRNA expres-
sion. The bar graph shows the average values of myocardial B-MHGC mRNA expression, normalized by the GAPDH. G, Low magnifica-
tion (400} of Massen trichrome staining from SO mice treated with siRNAgee. D, Low magnification {400} of Masson trichrome stain-
ing from SO mice treated with sSIRNAgy. E, Low magnification (x400) of Masson trichrome staining from 6-week banded mice treated
wiith siRNAgre. F, Low magnification (400) of Masson trichrome staining from 6-week banded mice treated with siBNAqy. G, Graph
shows the LV content of hydroxyproline from 7-day aortic-banded and treated mice. H, Representative gelatin zymography from sam-
ples of normal and overloaded (7 days) LVs from mice treated with siBRNApak or SIRNAgre. The bar graph shows the average densite-
metric values of MMP-2 zymographic activity. |, Representative examples of Western blots performed with anti-FAK, anti-MMP-2, and
anti-vimentin antibodies and extracts from fibroblasts harvested from the LVs of 7-day SO or banded mice treated with siBNAg. or
a8IRNAGe- The graphs indicate the values of FAK or MMP-2 normalized by vimentin, "P=<0.05 compared with values of SO mice,
TP=<0.05 compared with values of banded mice. TAC indicates transverse aortic constriction.

mice with established hypertrophy but preserved left
ventricular function. siRNAg., reduced myocardial FAK
expression (Figure 6A) to levels comparable to those of
control mice (Figure 2. Typical structural and functional
deterioration were seen in the LVs of banded mice treated
with siRNAqp (Figure 6B and supplemental Table ITT). In
contrast, siRNAL,, reversed the left ventricular hypertro-
phy in banded mice. Noticeably, despite the regression of
the hypertrophy, these mice had preserved left ventricular
fractional shortening and less dilatation than those treated

with siRNAgmp. These differences occurred despite the
similarities in the increases of systolic aortic blood pres-
sure and transconstriction gradient in both groups. In addition,
siRNAp, . attenuated the increases in cardiac myocyte diameter
and interstitial fibrosis in banded mice {supplemental Table TIT}.
Figure 6C and 6D shows representative examples of myocardial
samples from banded mice treated with siRNAL, ;. or siRNA .
Ag shown in Figure 6E, survival was significantly higher in
banded mice treated with siIRNAg,; than in those treated with
SIRNA .
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Figure 6. FAK silencing reverses the hypertrophy and retards the deterioration of chronically overloaded mice left ventricle. Four-week
acrtic-banded mice treated with of siRNAzxy or sIRNAge (15 pg) followed up for 1 to 12 weeks after treatment. A, FAK and myosin
expreasion. The bar graph shows the average changes In the densitometric values of FAK normalized by myosin. B, Bar graphs indi-
cating the average values of echocardiographic mouse LV dimensions. LVWT, indicates left ventricular wall thickness. G, High magnifi-
cation (1200) of Masson trichrome staining from 6-week mice treated with siRNAge. D, High magnification (1200} of Masson
trichrome staining frem mouse LVs after 6 weeks of siIRNAgy injection. E, Graph showing the percentage survival in banded mice
treatec with sIBRNAgw or siBNAgre. "P<0.05 compared with values from 4 week banded mice, TP<0.05 compared with values from

banded mice treated with siRNAgep.

Discussion

The ability of systemically administered synthetic siRNA to
efficiently reduce the amount of a specific target protein has
been demonstrated in few disease models. In this study, we
report the development of a strategy to target myocardial
FAK by siRNA and demonstrate that transient myocardial
FAK silencing can prevent, as well as reverse, mouse LV
hypertrophy iduced by aortic banding, despite the persis-
tence of the pressure overload.

In Vive FAK Silencing by siRNA

We demonstrated that a single intravenous injection of
specific siRNA provided a prolonged reduction in FAK
expression in both normal and hypertrophic mouse LVs.
Importantly, we confirmed the silencing of FAK in cardiac
myocytes and fibroblasts, thereby suggesting that myocyte
and nonmyocyte myocardial cell populations may be equally
susceptible to gene silencing by the RNA interference strat-
egy reported here. These results indicate the feasibility of the
use of RNA interference in the L Vs, by using bolus injections
via the jugular vein of naked siRINA, despite the expected low
stability and poor cellular uptake of siRNA.1%20 Although
such factors indeed limit the strategy of delivering siRNA
systemically, it has been shown to be possible to circumvent
such obstacles by administering comparatively large amounts
of siIRNA selectively into the organ where it needs to be
delivered.'®?! Accordingly, we demonstrate herein that a

modified strategy of local injection, ie, a bolus injection of a
comparatively concentrated siRNA into the jugular vein, was
effective in reducing FAK expression in the mouse LVs. The
relatively modest FAK silencing in the kidney and the lack of
silencing in the liver, as well as the demonstration that
hydrodynamic injections of siRNAg, ;- via the tail vein did not
change FAK expression in the mouse LV s further support the
efficiency of the jugular delivery to induce in vivo gene
silencing by naked siRNA. However, the relatively large
amounts of siRNAg,; needed to obtain an efficient gene
silencing might induce nonspecific and offtarget effects and
limit the use of this strategy. In this regard, a major nonspe-
cific effect related to high concentrations of siRNA, observed
ag the interferon response, was shown to be absent in
the mice of the present study. We also demonstrated that the
treatment with siIRNAg, . did not affect the expression of the
FAK-related proline-rich tyrosine kinase 2 or the unrelated
proteins extracellular signal-regulated kinase 1/2 or cardiac
myosin, suggesting a lack of major off-target effects of this
sequence. This is in agreement with recently reported data
indicating that the majority of the off-target effects with
systemic delivery of siRNA were attributable to the lipid-
based transfection reagent and not to the siRINA.2®
Remarkably, only at the third week after siRNAp, . injec-
tions did myocardial FAK transcript and protein expression
recover to the levels seen in the LVs from mice that were
treated with siRNAg. Although we did not expect such a
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prolonged effect, previous observations® have indicated
that gene silencing induced by naked siRNA may be effective
for weeks. Such a prolonged effect has been attributed to the
stability of the interaction of the active strand of sIRNA with
the RISC complex, which may persist for weeks, depending
on the rate of cell division and the presence of the target
mRNA within the cells.*?" In this regard, it is worth
mentioning that cardiac myocyles do not proliferate at a
significant rate in normal or diseased hearts, although the
other myocardial cell types may proliferate in response to
pathophysiological stimuli. Interestingly, siRNAg,; reduced
the myocardial FAK expression to comparable levels in the
I.Vs of control and banded mice, indicating that the trophic
influences of pressure overload did not affect the efficiency of
siRNA in silencing myocardial FAK.

Effects of FAK Silencing in Chronically
Overloaded LVs

A major finding of this study was that transient reductions of
myocardial FAK expression by the RNA interference strategy
markedly attenuated the development and reversed already-
established left ventricular hypertrophy in aortic-banded
mice. This implies that FAK is necessary not only to the
development of but also to sustain LV hypertrophy in
response to chronic pressure overload. The demonstration
that reductions in FAK expression were paralleled by atten-
uation of the cardiac myocyte hypertrophy and expression of
the hypertrophic gene marker 8-MHC supports the conclu-
sion that FAK silencing attenuates hypertrophic growth by
affecting the responses of the cardiac myocytes to pressure
overload. This is in line with previous data indicating that
FAK is crucially involved in the hypertrophic response of
cardiac myocytes to mechanical stress,"1* However, in-
fluences arising in comsequence of FAK silencing in the
vessels of the peripheral circulation or neurchormonal
factors might arguably contribute to the attenuation of the
left ventricular hypertrophy in banded mice treated with
siRNAgg. Although we cannot exclude neither a significant
FAK gene silencing in the systemic vasculature nor a reduc-
fion in the vascular resistance in banded mice treated with
siRNApg, the demonstration here that mice treated with
siRNAq g or siRNA.s had comparable transconstriction
systolic gradients and increases in blood pressure in
ascending aorta indicate that it is unlikely that reductions in
the vascular resistance contributed substantially to the atten-
vation of the hypertrophic growth in mice treated with
siRNAg, .. Further smdies are necessary, however, to exam-
ine whether changes in coronary microcirculation or in the
activity of the neurohormonal systems (eg, renin-angiotensin
system) contribute to the antihypertrophic effect of myocar-
dial FAK silencing.

Importantly, besides attenuating the hypertrophic growth,
FAK silencing also mitigated the ongoing structural and
functional deterioration of the hypertrophic LVs, Moreover, it
has been shown that the abnormalities of chronically over-
loaded LVs were paralleled by enhanced myocardial FAK
expression and activity. Thus, we reasoned that the persis-
tently activated FAK signaling may be detrimental to hyper-
trophied LVs. This is apparently in conflict with the obser-
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valions in myocyte restricted knockout mice™5 that have
indicated that depletion of FAK predisposes to a premature
maladaptive remodeling of chronically overloaded LVs. We
postulate that such contrasting effects might be related to the
fact that myocardial FAK silencing, in contrast to the
myocyte-resiricted knockout, may attenuate the development
of fibrosis by lowering FAK expression in fibroblasts, in
addition to cardiac myocytes, favoring a better outcome of
chronically overloaded LVs. The results of this study indeed
support this hypothesis. Our results showed that the sites of
myocardial fibrosis displayed remarkable anti-FAK staining,
suggesting an activation of FAK signaling in the sites of
fibrosis, as has been suggested previously in rat and human
hypertrophied LVs.®8 Accordingly, we demonstrated here
that fibroblasts harvested from the 1.Vs of 7-day banded mice
had inereased FAK expression. Moreover, it was shown here
that the beneficial effects of FAK silencing in the hypertro-
phic remodeling of LVs was paralleled by a marked attenu-
ation in the interstitial fibrosis, suggesting a role for FAK in
the myocardial fibrogenesis induced by chronic pressure
overload. Indeed, myocardial FAK silencing was shown to be
accompanied by attenuation in the rises of myocardial colla-
gen and MMP-2 activity, and, importantly, it was shown here
that FAK silencing in fibroblasts harvested from overloaded
myocardium was accompanied by a reduction in the MMP-2
expression, & molecule that has been shown to be a major
determinant of the extracellular matrix remodeling process in
overloaded myocardium 529

In summary, this study provides crucial information for the
understanding of the importance of FAK signaling in the
pathophysielogy of cardiac hypertrophy and failure induced
by chronic pressure overload, Furthermore, the demonstration
that FAK silencing may prevent cardiac hypertrophy and its
deterioration to maladaptive remodeling highlights the poten-
tial of FAK rargeting by siRNA as an applicable therapeutic
wol that may ameliorate remodeling and the outcome of
cardiovascular diseases that evelve with hypertrophy and
heart failure.
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EXPANDED MATERIALS AND METHODS

Antibodies and Chemicals. Polyclonal rabbit antibody against FAK. PYK2 and
ERK1/2, were purchased from Santa Cruz Biotechnology (USA). Polyclonal rabbit
antibody against pFAK (Tyr-397) was obtained from Biosource (USA). Monoclonal
mouse antibody against cardiac myosin heavy chain was obtained from Abcam. Inc
(USA). Colagenase type IA. trypsin and hydroxyproline were from Sigma (USA).
Affinity-purified anti-rabbit IgG was from DAKO. Trizol, Super Seript II ['**I|Protein
A and [o-""P]ATP were from Amersham. Ampliscribe T7 high yield transeription was

from Epicentre. Endogen Mouse IFNy Elisa Kit was from Pierce.

Mice. Swiss mice (6-8 week old) were handled in compliance with the principles of
laboratory animal care formulated by the Animal Care and Use Committee of the State
University of Campinas. Procedures such as jugular vein catheterization, aortic banding,
echocardiographic examination and arterial vessels catheterization for blood pressure
monitoring were performed under anesthesia with a mixture of ketamine (100 mg/Kg)
and xylazine (5 mg/Kg). For the injections of siRNA. the jugular vein was cannulated
with a flame stretched PES0 polyethylene tube. Aortic banding was performed by
transverse aortic constriction (TAC) by tying a 7-0 nylon (Dafilon: B.Braun Melsungen
AG, Germany) suture ligature against a 27-gauge needle. For the blood pressure
monitoring the right carotid and the right femoral arteries were cannulated with flame
stretched PE-50 polyethylene tube. Blood pressure in the carotid and femoral arteries
were simultancously recorded for a 10 minute period to determine the transconstriction
systolic gradient. The recordings were obtained from a COBE transducer (Arvada.
USA). connected to a GP4A Stemtech amplifier (Stemtech. USA). The amplifier output
was connected to an analog-to-digital board and this to a computer loaded with
WINDAQ-PRO Data Acquisition software (DATAQ Instruments, USA), for continuous

1
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blood pressure monitoring. Pulsatile blood pressure from carotid and femoral catheters

wererecorded in individual channels and sampled at 100-Hz.

Echocardiography. 2D M-mode echocardiography was performed with a 12-MHz
probe connected to a Toshiba Power Vision system in anesthetized mice by a blinded
observer at 15 min afier the induction of anesthesia. The short axis measurements were
taken at the level of the midpapillary muscle. Three measurements were taken at end-
systole and end-diastole to determine left ventricular wall thickness, systolic and

diastolic diameter and fractional shortening.

siRNA design and synthesis. siRNA targeted to mouse FAK gene was designed with a
software developed by the co-authors of this manuscript T.C.Pereira and I.Lopes-
Cendes. This software used internal stability parameters originally reported by
Khvorova el al (1) to test the sequences in silico. The sequences were selected based on
the highest trend to incorporate the antisense strand in the RISC complex. Given that the
silence efficiency of siRNAs is variable. we tested multiple siRNAs sequences targeting
to different regions of the mouse gene. We chose the three sequences based on the
following criteria 1) highest probability to knockdown the gene according to the in
silico analysis, 2) matching sequences from mouse FAK mRNA and. 3) homology to rat
FAK mRNA. These sequences were initially tested in neonatal rat ventricular myocytes.
The sequence which was the most effective in inducing FAK silencing in myocytes was
then tested in  mice. DNA  oligonucleotides (i) T7: 5-GGTAAT
ACGACTCACTATAG-3". (it): FAK sense (ABO0300335): 5-
GCGAAATCCATAGCAGGCCACTATAGTGAGTCGTATTACC-3". (i) FAK
antisense 5’-ACGTGGCCTGCTATGGATTTCTATAGTGAGTCGTATTACC-3". (iv)

GFP sense: 5-GTGTCTTGTAGTTCCCGTCTATAGTGAGTCGTATTACC-3". (v)
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GFP antisense: 5"-ATGACGGGAACTACAAACACCTATAGTGAGTCGTATTACC-
37 were ordered from IDT (USA). The oligonucleotide-directed production of small
ENA transcripts with T7 RNA polymerase were made with Ampliscribe™ T7
transcription kit (Epicentre Biotechnologies; Madison WI, USA) according to

manufacturer’s instructions.

siRNA injections. siRNA (15 png) was diluted in PBS buffer (300 pl.) and injected in

bolus through a catheter positioned in the right jugular vein.

Isolation of adult mouse ventricular myocytes and fibroblasts. Mouse cardiac
myocyles and fibroblasts were isolated from mice one day afler treatment with
siIRNA™X or siRNAY™ by a method modified from a previously published method (2).
Mice were anesthetized and treated with 500 UL of heparin. The ascending aorta was
cannulated for retrograde perfusion, right atrium was cut and the heart was perfused at
22mL/min with 5mL of perfusion buffer (118mM NaCl 25mM NallCOj, 1.2mM
KH,PO,, 4.7mM KCL 1.2mM MgSO,, 10mM Hepes free acid, 10mM glucose,
0.1mL/L insulin) and then switched to 30mL of perfusion buffer plus with 1g/L. BSA
and collagenase type IA (0.3 mg/mL;: Sigma). The heart was quickly removed from the
chest, minced in small pieces, and digested with 3mL of perfusion buffer with 1g/L
BSA and trypsin (0.1mg/mL). Dissociated cells were centrifuged at 3.000 rpm for 5
minutes at the end of each several incubation and cell pellet was resuspended in DMEM
(GIBCO) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO) and antibiotics
(Penicillin and streptomycin, Nutricell). Cells were seeded into a 90mm plastic dish and
incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 5%C0O,. After 2 hours, unattached

cells that corresponded most to cardiomyocyles were harvested by centrifugation at
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3000 rpm for 5 minutes. Cell pellet was then resuspended in buffer (100mM Tris-HCI
pH 7.4; 100mM NaIIPOg4; 100mM sodium fluoride; 10mM EDTA; 10mM NasVOy;
2mM PMSF: 0.2 mg/m] aprotinin, 10% Triton-X 100) and cleared by centrifugation at
11000 rpm. 4°C. Extracts containing 50ug total protein were resolved in SDS-PAGE
and assayed by western blotting.

Fibroblasts were harvested from mice LV according to a previously described
method (3). The hearts were quickly excised from the chest, minced and washed in PBS
supplemented with antibiotics (penicilin 100U/mL and streptomyein  100mg/mlL.,
Nutricell). The tissue was then incubated at 37°C for 20 minutes with PBS containing
272 UUmL of collagenase type 1A (Sigma). 0.1% trypsin (Sigma), 0.1% BSA and
0,01% antibiotics. Dissociated cells were centrifuged at 3.000 rpm for 5 minutes and at
the end of cach of several incubations, the cell pellet was resuspended in DMEM
(GIBCO) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO) and antibiotics
(Penicillin and streptomyein, Nutricell). Cells were seeded into a 90mm plastic dish and
incubated at 37°C in a humidificd atmosphere of 5%C0O;. After 2 hours, unattached
cells and debris were discarded. and attached cells (mostly fibroblasts) were harvested
in buffer (100mM Tris-HCI pH 7.4; 100mM NaHPO,; 100mM sodium fluoride; 10mM
EDTA: 10mM NazVOy4; 2mM PMSE: 0.2 mg/ml aprotinin, 10% Triton-X 100) and
cleared by centrifugation at 11.000 rpm, 4°C. Extracts containing 50ug total protein

were resolved in SDS-PAGE and assayed by western blotting analysis.

Western blotting, Hearl, lung, kidney or liver were harvested in buffer (100mM Tris-
HCI pH 7.4 100mM NaHPO,; 100mM sodium fluoride; 10mM EDTA: 10mM
NasVOy: 2mM PMSF: 0.2 mg/ml aprotinin, 10% Triton-X 100) and cleared by

centrifugation at 11.000 rpm, 4°C. Extracts containing equal amounts of total protein
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(50ug) were resolved by 8% SDS-PAGE and transferred to nitrocellulose membranes.
After blocking with 5% nonfat milk solution for 30 minutes, the membranes were
incubates with primary antibodies in 3% nonfat milk solution overnight at 4°C. '*I-
protein A were used for detection of specific bands and the membranes were exposed to

XAR film. Equal protein loading was confirmed by Comassie staining of the gel.

Northern blotting. Total RNA samples were prepared using Trizol reagent (Invitrogen)
according to the manufacturer’s instructions. Samples of total RNA (15pg) were
resolved by electrophoresis in denaturing gel (1.2% agarose and 2.2M formaldehyde)
and blotted onto a positively charged nylon membrane. The membrane was pre-
hybridized for 4h at 40°C in 5x SSC, 50% formamide, 5x Denhardt’s solution, 0.5%
SDS and 100ug/mL denatured salmon sperm DNA. **P-labelled oligonucleotide probes
(110pb) were generated by RT-PCR reaction from mice heart cDINA using the primers:
FAK sense (AB030035): 5°- ATGTTCTGGTGTCCTCAAATG-3" and FAK antisense
(AB030035): 5-GAGGTAAAACGTCGAAAATTG-3". Hybridization was carried out
at 42°C overnight. The membranes were washed two times in 2x SSC, 0.1% SDS for 15
minutes at 37°C and exposed to XAR film. The 28S and 185 rRNA bands were used as
loading control.

To generate *P-labelled oligonucleotide probe, we performed a RT-PCR
reaction with mice heart cDNA using specific FAK primers. A 5-pg aliquot of heart
total RNA was used for cDNA synthesis with the Superscript preamplification system
(Life Technologies) according to the manufacturer's instructions. cDNA was amplified
by PCR using Tag DNA polymerase and FAK oligonucleotides. The amplification

conditions consisted of 40 cycles as follows: denaturing at 94°C for 2 min, annealing at
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51°C for 1 min, and extension at 72°C for 2 min. These resulted in a PCR product of

110pb, as showed in Online Figure 1.

Online Figure 1. RT-PCR of FAK in mouse heart cDNA .

Zymography. Samples of ~150 mg of mice LV were frozen into liquid nitrogen, and
then homogenized in 500 pl. of extraction buffer (50mM Tris HC1 pH 7.4, 0.2M NaCl,
0.1% Triton X-100, 10mM CaCly. 10uL/mL protease inhibitor cocktail - Sigma). After
incubating in ice (2 hours), the samples were centrifuged (4 “C, 20 min, 4000 rpm) and
the final protein concentration of the extracts was determined by Bradford method. The
samples were diluted to a final concentration of Sug/ul. in water and 235ug protein
(5uL) plus 10uL of non-denaturing loadind buffer (0.0875M Tris-HCI pH 6.8: 2% SDS:
25% glicerol ¢ 0,01% bromofenol blue) were loaded and resolved by SDS-PAGE
containing (.1% of gelatin, at 100 volts, 4 °C. The gels were washed twice with wash
buffer (100mM Tris-HCI, 2,5% Triton-X 100) and incubated for 24h in a matrix
metalloproteinase substrate buffer (50mM Tris-HCI pH 7.4, 0,1M NaCl, 1M CaCl,,
0,02% NaNOs) at 37°C. After incubation, the gels were stained using a comassie blue
solution (0.5% Comassiec Blue R-250, 50% methanol, 10% acetic acid) for 2 hours and
then washed in 30% cthanol / 10% acetic acid solution. The zymograms were digitized
and the size-fractionated banding pattern, which indicated MMP proteolytic activity,

was determined by image analysis.
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LV Hydroxyproline. Samples (20-30 mg) of LV posterior wall were used in
quantitative estimation of myocardial hydroxyproline. Weighed amounts of heart small
slices were digested in 6N HCL, in proportion of 10mg tissue to 1mL of acid, at 130°C
for 6h. Sul of the extract was diluted in 2ml of water and oxidized with 1mlL of
cloramine T solution (1.41% cloramine T, 10% n-propanol, 80% ) in buffer pH6 (5%
citric acid, 1.2% acetic acid, 12% sodium acetate, 3.4% NaOH)) for 20 minutes at room
temperature. The mixture was then heated with 1mL of p-dimethylaminobenzaldehyde
solution (15% p-dimethylaminobenzaldehyde. 60% n-propanol. 26% percloric acid
60%) at 60°C for 20 minutes. Full color development reached in 15 minutes. Samples
were then read at 550nm in spectrophotometer. A standard calibration curve was plotted
for hydroxyproline (Sigma). ranging from 0.1 pg/mlL to 3 ug/mL. Hydroxyproline

content in the myocardium was expressed in ug/mg fresh tissue weight.

Interferon ¥ assay. Plasma samples were obtained from mice at periods ranging from 1
to 28 days after treatment with siRNAgax or siRNAgg. Plasma Interferon y
concentration was obtained with Endogen Mouse INFy Elisa kit (Pierce) according to

manufacturer’s instructions.

Histological Examination. Hearts were rapidly excised from fully anesthetized mice
and washed in PBS. The hearts were fixed in 10% paraformaldehyde and embedded in
paraffin. Sections of LV were stained with Masson's trichrome to measure the cardiac
myocyte diameter and the interstitium in heart sections. Eight fields per section were
digitized at a magnification of x20. Cardiac myocyte diameter was obtained from direct

measurements of the samples and the area of fibrosis, indicated by green staining. was
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outlined and quantified by digital image analysis. Fibrosis data are presented as the ratio

of the area of interstitium to the total myocardial area.

Immunohistochemistry. Hearts were rapidly excised from fully anesthetized mice and
washed in PBS. The hearts were fixed in 10% paraformaldehyde and embedded in
paraffin. Sections (5 um) were transferred to poly-L-lysine—coated glass slides. The
endogenous peroxidase activity was blocked by treatment with 0.03% H;O» in 0.1M
PBS at room temperature for 30 minutes, The sections were incubated in 10mM citrate
buffer pH6.0 for 30 minutes at 95°C for antigenic recovery. After that, the sections
were preincubated in blocking buffer (5% BSA on 0.1M PBS) for 45 minutes at 37°C,
followed by overnight incubation with the primary anti-FAK (1:50) antibody in 1%
BSA solution at 4°C. The sections were extensively rinsed in 0.05M PBS and incubated
with peroxidase-conjugated secondary antibody (Envision peroxidase system, DAKO)
for 1 hour at 25°C. After washing as above. sections were subjected to freshly prepared
diaminobenzidine that contained H;O; (0.8%) for 5 minutes. Sccondary antibody
specificity was tested in a series of positive and negative control measurements. In the
absence of primary antibodies, application of secondary antibodies (negative controls)

failed to produce any significant staining.

RT-PCR analysis. Multiplex one step RT-PCR was performed in a 30 ul. of reaction
mixture containing 10 pL. of first strand buffer (Invitrogen), 1 uL. dNTP (40mM), 25ng
of each GAPDH primer (GAPDH 8- 5" GGCATTGCTCTCAATGACAA 37, GAPDH
AS- 5 AGGGTGCAGHGGAACTTTATT 3°), 50ng of each B-MIHC primer (3-MIC
S- 57 GCCAACACCAACCTGTCCAAGGTTC 37 and B-MHC AS- 5° TGAAAAGGC
TCCAGGTCTGAGGGC 3%), 0.5ul Tag DNA polymerase and 1 uL of Super Script II

(diluted 1:16), made up to 50 ul. with RNase-free water. 50ng of heart total RNA,
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extracted with Trizol, was added. Oligonucleotides were synthesized by IDT. One step
RT-PCR was camied out under the following conditions: incubation at 42 °C for
30 minutes followed by denaturation at 95 °C for 2 min and then 30 amplification with
denaturation at 95 °C for 15 seconds, annealing at 47°C for | minute and extension at
72°C for 2 min. A negative control was included in each run. PCR products were size
fractionated with agarose gel electrophoresis. After the gels were stained with ethidium
bromide, the DNA bands were visualized with a UV transilluminator. f-MHC amplicon
was about 200pb and GAPDH, 300pb. GAPDH bands were used as internal controls.
The number of the amplification cycles were adjusted based on a curve that was built by
using 50ng of total heart RNA, 25ng of each GAPDH primer (sense and antizsense) and
30ng of each p-MHC primer (sense and antisense). 30 cycles were chosen based in the
curve shown in Online Figure 2.

GAPDH 300pb

B-MHC 200pb

20 25 30 35 40  cycles

80007 -=- GAPDH
- = [-MHC =
£ aonod //
(=
=
Vi
2" 40004 / .
£ o
o
& 20004 s
C T T T 1
20 25 30 35 40 cycles

t

Online Figure 2. Amplification curve of one step RT-PCR performed with 50ng of
total heart RNA, 23ng of each GAPDH primer (sense and antisense) and 50ng of each

[B-MHC primer (sense and antisense). Upper panel: One step RT-PCR of GAPDH and -
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MHC in heart total RNA. Bottom panel: graphic showing the relationship between

mRNA expression and number of amplication cycles.

REFERENCES

1. Khvorova A, Reynolds A, Jayasena S. Functional siRNAs and miRNAs exhibits
strand bias. Cefl. 2003; 115: 209-216.

2. Fonseca PM. Inoue RY. Kobarg CB. Crosara-Alberto DP. Kobarg J. Franchini
KG. Targeting to C-terminal myosin - heavy chain  may explain
mechanotransduction involving focal adhesion kinase in cardiac myocytes. Cire
Res. 2005,96:73-81.

3. Barreto-Chaves M, Anéas I, Krieger J. Glucocorticoid regulation of angiotensin-

converting enzyme in primary culture of adult cardiac fibroblasts. Am J Physiol

Regulatory Integrative Comp Physiol. 2001; 280: R25-R32.

10

Anexo

203



TINAT ySram £poq “\ f ‘Fuluojioys [RUCTIORI] [OLIUSA 1JO] ‘S SSsamory) [[em Joumysod a[ousa 1Jo] ‘L M AT H91aWRIp OI[0]SAS pus
ajouan oI ‘(ISHAT 912 WeIp OI[OISEIP PUS S[OLNUAA 9] “(TAH AT 9181 Meal Y Jusiprid o1jo)sAs I0g ‘Aloue [erowa] ur aunssoxd
poo[q o1j01sAs ‘JJ€S ‘BHOoR Suipusose Ul aunssald poolq oI[0)1SAS SV LS PoIOUISU0S BLIOB asIsAsuel) DV ] ‘pajesado-weiys ‘0§

#8°0F €1 +L0F 06 $0F 0L $£0FTL E0FLS [0F9¢ %) VI
7' 0F 81 7’0 F 61 €0 F 81 *T0F 91 SOFSI LOFEI (um) aND
«0F 9 $E0F0F sT0F6€ «I0FLE rAl SRS TO0F8T (8/8w) IINAT
#6'0 F LE #8'0F §¢ 90 FTE 90 7 0¢ 80F LT 1 F 0¢ mg
Andwoydaoy uedig
LT F9¢ 81 +8¢ IzFor 0T+t £6'1F SE ['1Fh (°6) S
£S00FZ1 007 I'1 «C00FT1 F00FET 500701 Z00F80 (ww) TAAT
$LO0FHT SO0FIT POOFOT SO0FIT «800F T FOOT 0T () qSaHAT
«['0F 0T ['0F9€ 60°0F S 8O0FSE «['0F6'€E CO0FC€ (wrun) (AAAT
LydeaSoipavsoyaq
ot + 989 SF T 159 I€F819 SEFLEY LEF FF9 82 F 029 MH
¥+ oF YL £F6F TF €7 o (SHww) 1Hg
tF O£l §F2€1 tF0€1 €FT21 CF6I1 (SHww) JJ48
T LI 20 F6LI +S FO6LI T F 991 *CF$91 €FOI1 (SHww) gV J4s
SOIUEUAP OS]
8 8 L 8 6 8 Iaquinp

b A ¥ 9 M€ Mz M

papuvg oS

§1IE01Y 201 OH|JOINAdAY JO UOHEN[EAD OL]AWOYdIOW pue AYJBIS0IPIRoOYaz]
1 921qe ], Ljuawajddng

Anexo

204



a0l OF Jo sanjea 0) poteduioo
SOUROLJTUSIS [BOI)SIIR]S PAROIPUL G('() > 4 '159) afuel-apdninur s 1uoLoJUOg puk ¥ AQONY Aq paisa) alom sdnoid aip usomioq soousIofyi(]
‘NAS F sonjea uesw se pajussaid are wje(] ‘Bole wmnisionm vl tojowelp MAc0Aw ovIpres ([A[D XOpUl Ssew S[OLOUSA 1JO[

Anexo

205



PUB YV AQNYV Aem-0m) AqQ pajsa) 21am $OOUSIORJI(] "BoJe WNINSINUL ‘Y] LISIOWERIP 5]JA00AW 0RIpIEd “(JIND) ‘XOpUl SSEUl S[OLUSA Ja]
TINAT WS1om Apoq “A\ €] SSUTUaUIONS [BUOTIORI] S[OLIIUSA 2] ‘. (SSomoIl]] [[em Iouwisod ajorpuan o] *L M AT Sownjoa oI[0JsAs pus
ajouaA o] ‘(ISHAT HojoWeIp SIOISEIP Pua S[ALIULA 1J9] ‘(T(IHAT ‘918l [eay] I Sustpeis orjosds I0g iAioue [eroway ul ainssaxd
poolq o1jo1shs “IJgs ‘epoe Suipusosse ur amssard poojq 0101545 SV JHS PRIOMISUOS BLIOR asIdASURY DV, ‘pwiado-weys ‘0O

UIFTL  <LOFLS  1S070C  [LOFST  [SOFLY SOFCE <01FT8 90T L 60766 <S0F68 L0 1F6 I'IFEE (9) VI
LTFS1 T'1Fr1 S IFrL ZTFEL 'IFEL R'OFCI TTFLL =1 [F81 «T TFLT = [FLI [AEN | 60FF 1 () QD
LOFIF  FOFEE  Ll'oveT  LU0F8T  L10OFRT ITOFLT <€0FFF <TOF'E <TOFL'E TOFRE LI0F9'E 1'o+=6¢C (5/5w) INA'T
«8 17Tk £1F¢E 6 0F6C £ 179C TP BOFLE &L [FOF 1 [F0E 6 0FRC 6 DF6T I'FLT 0 1F0€ md
Anawmoydaopy
loTwr L1FCF 6 1FEF  Jat 7L +LU TFIF ST «6 FL =9 [F6E P IFEF S ¥k =S [F5E £ 1FeR (95) 81
LE00F0T  LLZ00FOT  LEO0FR0  LE00FEL0  JE00DFRO 100580 =CO00FI T <TO0FT T <LO0FET  L9000F€ 1  <F00FIL ZO0FR0 (wn) T MAT
=C OFF T COFIT oF6'1 10F0°T TOFIT [TO0FOT <TOFFT TOFIT £0F0°T TRl TOFST 1'0F0'T (umur) (qSHA'T
*UOF0Y  wbOOFLE LOOFSE  #S00FTE  lal0F9€ 0FFE  wOD0FOE  wFO0FOE LODFSE [OFFE =E00F1F FOOFFE () (QaaA1
AydeaSopaeaoydi
LPFLFS  SPFIF9  EPFEEY  6FFPSY  TSFRFO LEFLIS PSTE9S  9FFOIG ISFL8E  E€FFITO  OpF699  EEFC6S dH
€Tk FELE o £76 rFop £ TFL S8k TF0S EFEp (SHwur) 10g
9FITL ¥l | ETAA FFILLL SFSI1 9FLEL FFSIL SHOTL £FITL SFEII (BHww) 1d4s
=LFT91 97991 =T8I =SFLET =5F09[ SFLOL =5FLO[ =SFHI[ =8TRI[ =LFTLI =5FLOL przil | (BHuuSVAgS
sarureu{powagy
6 6 0l 8 6 6 6 8 8 ]| 8 It Jaqumyy
Mgl I 9 g Img Il OS IMZT qmg Mg Mg Ml s
VAP ARIIS LOPNRIS

VRIS YA Pajeal} 90l WOL} SHeat| olJoIHadAY JO UOHEN]EAS OLGOWOYdIOW pugs AYdeIs0IPIBoOo:]
7 31qe ], Aryuawejddng

Anexo

206



DY RIS YA PAJEAI) 201W PApUB( WOJ SaN[BA
01 paredwon ¢ (=d 4 201w OF JO sanjeA 0] pasedwod 2ouUBOLJIUSIS [BOIISIIE]S PAIBOIPUL GO0 > J: 1591 ssuri-o[dinuw sjuouauOg]

Anexo

207



TINAT SWS1om Apoq A\ €] SSUTUapIOLS [BUOIORIT S[OLIUSA o] “.] tssamyory) [em Jonwjsod ajornuaa o] LA AT ‘ownfoa orjojsks pus
o1omuaA 1J2] ‘(JSHAT 212WeRIp DI[O]SEIP PUS S[OLIUSA 1J9] ‘(QAH AT 9183 1eay L SJusiprid orjoisis Ing ‘Aisje [eroway ur ainssaid
poojq ot1jo1sAs ‘JJgS ‘emoe Suipusose ur sanssard poolq oI[0)SAS ‘SYJHS POIOHISU0D vlIOR asioasurl) ‘DY, ‘pajeredo-weys ‘0Og

L1201 +EOFER  LeT0FTE  labOFeE et 0F8€ [SUESSY E0FRL E0FLL SOFLL SOFEY 1OFES 10FES (%) V1

loxst  leosrl 180l looFel LLOFEDL SO0FST LoFLl 607L1 80781 80FLI 6078l LOF9I () QD

leorre lrosre lrowse lToFTe  leTO0F0E TOFL'E  «80F6F COFCT COFCTr TOFIr TO0F6'C ['OF8E (3/3ur) INAT

=L TT9F «C [FlF 8 [F6E OTFIE £ IFSE U'IFLE «6 Tk L [F1F LOF9E CTFET OTOFPE BOFFE () md
Anauwoyd.aoy

16 1F0F 19 [F8F 9 1F8F 6 0FLY LOF8lR T'IFLk *« [ TFSE +0 [F8E £ TFFP 6 175k £ 1F8F (VR EA 4 (9%) 84

logoren  lagoorgo  luzoosso  lzooreo  lzoosso 10°0%0°T LOOFT WOFT'T 0OFTT LUOFTT 90 07T 1 G (W) AT

lzorees lroFee [0FET ['FIT =6l 076’1 «I[0F0E «[O0FBT &['0FET [0FCT [0F8'1 10F6°1 () (ISHAT
lal0F1F Lal0FTF =[0FT «[0F6E SO0FOE  SOOFSE  %10F6F  «1079F «I0FI'F  &I'0F6€ 1os€e  SO0Fre (urnn) JOHAT

Aydeagoipaesoyoy
FPHTECY 9EFE6S LFFLI9 CEFRLS ThFE8s GEFLES 197659 FSFLLD  9F FLO9 IFFies 6 T 19 LFF98S () ¥
For 1199¢% SF0S £F08 SFEr FTr FFOS SFEF FFOg £F0S TFey CFEY (BHum) 10g
SFrT1 1 EFLEL FFLTL =811 PFECL FFaCl SFLTL £ FECI £F9C1 TF6TI €761 (B 1de1s
[FOLT OIFILL CFCLT SHBLL SFo91 CFE91 CFaLl LFTLL OFELL SFILL EFILT FHe91 (BHUUDGY LS
sanueulpowafy
8 8 L L g L 9 L g 8 L 8 J2qURN

IMOT  YMOT ML M9 MG P YMOT IMOL YML M9 Mg My

NET NS dd A ¥MIS

VIS (M pojeal} ool WOl 53181 oI dOIodAY JO UOHEN[BAS OLIAWOdIOW pue olydEIs0IpIBotos]
¢ dlqu], Lrejuau)ddng

Anexo

208



“dIOY RIS [)lv pajeal) 001 Papueq Wolf sanjea 0} paiedwoo
G0'0>d 4 oo1w papueq yoom 4 Jo sonjea o) paredwoo asueoijiuSis [EONSIEIS PAIEDIPUL G > = 159} aduei-ojdnnu s uousjuOg
pue Y AQONYV Aem-om] Aq pojsa) 21om S2OURIAJJI(] BAIR WNINSIDIUL “Y] I9jawelp ajAcofw sevIpIes ‘(N SX2pul Sseur o[oLjuaA 1Ja]

Anexo

209



	01-capa
	02-folha rosto
	03-ficha
	FICHA CATALOGRÁFICA ELABORADA PELA
	BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIÊNCIAS MÉDICAS DA UNICAMP
	Titulação:Doutor em Medicina Experimental 
	Banca examinadora: Profº. Drº. Kleber Gomes Franchini
	Data da defesa: 03-07-2008 

	04-banca
	05-dedicatoria
	06-agradecimentos
	07-epigrafe
	08-sumario
	09-lista abreviaturas
	10-lista tabelas
	11-lista figuras
	12-lista graficos
	13-capa resumo
	14-resumo
	Doenças do coração cursam frequentemente com hipertrofia do miocárdio. Estímulos mecânicos e neuro-humorais são sinalizadores críticos para o crescimento hipertrófico dos cardiomiócitos nos vários processos patológicos. Neste contexto, estudos indicam que a quinase de adesão focal (FAK), uma proteína tirosino-quinase que participa dos mecanismos de sinalização por integrinas, é uma mediadora importante do crescimento hipertrófico do ventrículo esquerdo (VE). Este estudo teve como objetivo avaliar a influência da FAK na indução da hipertrofia e na deterioração do VE induzidas por sobrecarga pressórica crônica em camundongos através de estratégia de interferência por RNA. A coarctação da aorta em camundongos induziu a hipertrofia do VE acompanhada pelo aumento da expressão e atividade da FAK no miocárdio. A infusão de siRNA específico para FAK (siRNAFAK), via veia jugular, levou ao silenciamento gênico prolongado da FAK (~70%) no VE normal e também no hipertrófico.  O knockdown da FAK foi confirmado nos miócitos e fibroblastos cardíacos provenientes do VE de camundongos. O silenciamento da FAK foi acompanhado tanto da prevenção como regressão da hipertrofia do VE. A função do VE foi preservada e a taxa de sobrevivência foi maior nos camundongos tratados com siRNAFAK, apesar da persistência da sobrecarga pressórica. Estes achados foram paralelos a atenuação do crescimento hipertrófico dos cardiomiócitos e da expressão do marcador de hipertrofia β-MHC no VE sob sobrecarga pressórica. O silenciamento da FAK também atenuou o aumento da fibrose intersticial, conteúdo de colágeno e atividade da metaloproteinase-2 (MMP-2) no VE submetido ao estímulo mecânico. Em fibroblastos extraídos de corações hipertróficos, o silenciamento da FAK foi concomitante à diminuição da expressão de MMP-2. Assim, estes dados indicam que a sinalização mediada pela FAK é necessária não apenas para o desenvolvimento, mas também para sustentar a hipertrofia em resposta a sobrecarga pressórica crônica.

	15-capa abstract
	16-abstract
	17-capa introduçao
	18-introduçao
	Avaliar a influência da FAK na indução da hipertrofia e na deterioração do VE induzidas por sobrecarga pressórica crônica em camundongos através de estratégia de interferência por RNA. 

	19-capa materiais e metodos
	20-materiais e metodos
	21-capa resultados
	22-resultados
	23-capa discussao
	24-discussao
	25-capa referencias
	27-capa anexo
	28-anexo

