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RESumMoO

Doengas do coracdo sao frequentemente associadas a hipertrofia miocardica.
Estimulos mecéanicos induzem o crescimento hipertréfico e contribuem para a
degeneragcdo e morte dos midcitos cardiacos. Dentre os fatores de transcrigao
envolvidos no processo de hipertrofia miocardica, estdo os da familia MEF2 (Myocyte
Enhancer Factor-2), que € composto por 4 membros, MEF2A, B, C e D. O MEF2C é
descrito como o principal transcrito no miocardio. Tanto a delegdo quanto a
hiperexpressao de seu gene causam efeitos deletérios na formagdo e na fungdo do
musculo cardiaco. Estudos anteriores do nosso laboratério demonstraram que o MEF2
€ ativado por estiramento de cardiomiécitos e influencia a expressdo de genes do
programa hipertréfico. O presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos do
silenciamento génico do MEF2C nas alteragbes estruturais e funcionais do ventriculo
esquerdo de camundongos submetidos a sobrecarga pressoérica. Para isso, utilizamos a
técnica de interferéncia por RNA para o MEF2C. A padronizacado constituiu de: 1)
avaliagdo do silenciamento do MEF2C em cultura de células C2C12 e no ventriculo
esquerdo de camundongos Swiss; 2) determinagdo da dose necessaria de siRNA para
o silenciamento da expresséao protéica do MEF2C; 3) determinagédo do curso temporal
do silenciamento; 4) avaliagao dos efeitos do tratamento com molécula irrelevante de
siRNA direcionada para a proteina exdégena GFP; 5) avaliacdo da especificidade do
silenciamento (off-targets) pela analise do RNAm para o MEF2A e das proteinas FAK,
GAPDH, JNK1/2 e SHP2; 6) avaliacdo do silenciamento em outros 6rgaos, como
pulmdo e rim; 7) avaliagdo da efetividade do silenciamento de MEF2C em midcitos
cardiacos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos. O tratamento com siRNA
diminuiu a expressao protéica do MEF2 em 70% das células C2C12. Também
verificamos que o tratamento com siRNA silenciou 85% da expresséo protéica e do
RNAm do MEF2C no ventriculo esquerdo de camundongos em até 4 dias de
seguimento. N&o foi verificada alteragdo na expressdo de RNAm para o MEF2A e das
proteinas FAK, GAPDH, JNK1/2 e SHP2. O silenciamento foi efetivo no pulm&o e nos

cardiomiécitos isolados do ventriculo esquerdo de camundongos tratado com
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siRNAMEF2C  Apés a padronizacdo do silenciamento, procedeu-se a determinagdo dos
efeitos do silenciamento na estrutura e na fungdo do ventriculo esquerdo de
camundongos submetidos a sobrecarga pressorica cronica. Para isso, realizaram-se as
analises ecocardiografica, hemodindmica, gravimétrica e morfométrica do ventriculo
esquerdo de camundongos submetidos a coarctacdo da aorta com seguimento de 15

dias. Demonstramos que o tratamento com siRNAMEF2C

atenuou a hipertrofia cardiaca
nos animais coarctados. Esta conclusdo foi baseada em dados de ecocardiografia que
revelaram menor espessura da parede posterior (30% menor) e por gravimetria que
revelou atenuacgao de aproximadamente 45% da massa do ventriculo esquerdo. Apesar
de ter havido aumento do gradiente sistolico nos animais coarctados, a pressao arterial
sistémica nao apresentou diferenga estatisticamente significativa com o tratamento do
siRNAMEF2C  Morfologicamente, o siRNA atenuou a fragdo de coladgeno no ventriculo
esquerdo de camundongos coarctado com 15 dias de seguimento. Entretanto, o
diametro dos midcitos e o infiltrado de células inflamatdrias foram comparaveis dentre
0s grupos. Somente os animais coarctados por 24 horas tiveram maior expressao de 3-

MHC, e quando tratados com siRNAMEF2C

apresentaram menor razao ATP/ADP. Dessa
forma, esses dados sugerem que o MEF2C regula multiplos aspectos da hipertrofia
cardiaca induzida por sobrecarga pressoérica tais como a expressao de genes

sarcomeéricos e genes envolvidos na adaptacdo metabdlica do musculo cardiaco.

Palavras chave: Hipertrofia ventricular esquerda, Fator de transcricdo, Silenciamento

génico, RNA — interferéncia.
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ABSTRACT

Heart diseases are frequently associated with myocardial hypertrophy. Mechanical
stimuli can trigger hypertrophic growth as well as degeneration and death of the cardiac
myocytes. The MEF2C family of transcription factors plays a role in the process of
myocardial hypertrophy. It is composed by 4 members, MEF2A, B, C and D, and the
MEF2C is the main transcript in the heart. Both the deletion and overexpression of
mef2c induce deleterious effects in the formation and function of the heart. Previous
studies of the our laboratory has shown that the transcription factor MEF2C is activated
by mechanical stretch in cardiomyocytes and regulates the expression of genes related
to cardiac hypertrophy. This study was performed to address the effects of MEF2C gene
silencing in the structural and functional changes of the left ventricle (LV) induced by
pressure overload in mice. To silence MEF2C, it was employed the RNA interference
technique, specific siRNA target to MEF2C was administered through the mice jugular
vein. To optimize the MEF2C knockdown, it was necessary to 1) analyze the MEF2C
silencing in C2C12 cells, 2) determine the dose required to induce significant MEF2C
silencing in LV of mice, 3) determine the time course of gene silencing, 4) assess the
effects of the treatment with irrelevant siRNA target to the protein GFP, 5) evaluate the
specificity of gene silencing by siRNAMEF?C through the expression analysis of the
transcription factor MEF2A and other non-related proteins, 6) analyze of the MEF2C
knockdown in other organs, 7) determine the effectiveness of the MEF2C silencing in
cardiac myocytes harverst from the LV of mice treated systemically with siRNAYEF2C,
Treatment with 100ng/mL of siRNAMEF2¢ induced MEF2C silencing (~70%) in C2C12
cells. Intrajugular delivery of 30ug of siRNAEF2C in mice induced the reduction in the
MRNA and protein levels (~85%) until 4 days after the injection. The treatment with
siRNAMEF2C did not affect the expression of MEF2A and other non-related proteins. The
MEF2C silencing was effective in lung and in cardiac myocytes harverst from LV of mice
treated with siRNAMEF?C. After knockdown optimization, echocardiographic,
hemodynamic, gravimetric and morphometric analysis was performed to address the
effects of MEF2C silencing in the structure and function of the LV from 15 days aortic-

banded mice. Myocardial MEF2C silencing attenuated the load-induced hypertrophy in
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banded mice, indicated by the reductions of the wall thickness and the mass (~45%) of
the LV. An increase in transconstriction gradient was observed in banded mice but the
systemic blood pressure did not shown a significant statistically difference with the
siRNAVEF2C treatment. The siRNAMEF2C injection reduced the collagen fraction in the LV
of 15 days banded mice. On the other hand, the myocytes diameter and inflammatory
cells level were comparable between the groups. Only the 24 hours banded mice
showed an increase in the B-MHC expression and the treatment with siRNAMEF2C
reduced ATP/ADP ratio. This study indicate that MEF2C regulates many aspects of the
cardiac hypertrophy induced by pressure overload, like the expression of sarcomeric

genes and genes involved in metabolic adaptation of the heart muscle.

Keywords: Hypertrophy, Left Ventricular, Transcription factor, siRNA, RNA Interference
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1. Introducao




1.1 Hipertrofia e insuficiéncia cardiacas - Aspectos fisiopatolégicos e moleculares

A hipertrofia cardiaca constitui-se um fator de risco para outras doencas
cardiovasculares, como eventos isquémicos, infartos e arritmias cardiacas. A hipertrofia
cardiaca € causada principalmente por hipertensao arterial, e segundo dados de 1995 o
Brasil possuia 30 milhdes de pacientes hipertensos, com presséao sistélica acima de 140
mmHg e/ou diastdlica acima de 90 mmHg, sendo que aproximadamente metade destes
pacientes desconheciam a doenga. As consequéncias da hipertensao arterial atingiram
mais de 1 milhdo de internacbes em 2005 e 27,4% de todos os ébitos em 2003 (
NOBRE & LIMA, 2000).

A faléncia cardiaca € uma sindrome clinica que consiste em grupo de sinais
e sintomas principalmente relacionados a congestao de fluidos e diminui¢do da fungao
ventricular, sendo a hipertrofia patolégica um aumento anormal da massa cardiaca,
aumento do tamanho dos cardiomiécitos e aumento de fibroblastos (RITTER O, et al,
2003). Sendo assim, as doengas cardiovasculares representam um importante objeto

de estudo para o entendimento de possiveis mecanismos de desenvolvimento.

Sobrecargas hemodindmicas prolongadas sdo causa e também
consequéncia da maior parte das doencas que acometem o coragao (KATZ AM, 1990).
Estimulos de natureza mecanica e neuro-humorais que acompanham doengas como
hipertensdo, valvulopatias e infarto do miocardio induzem hipertrofia e também

deterioragao estrutural e funcional do ventriculo esquerdo.

A hipertrofia cardiaca € um mecanismo compensatorio inicial ao aumento de
tensao na parede do musculo cardiaco. Entretanto, a hipertrofia também é considerada
um fator de risco para morbi-mortalidade cardiovascular, uma vez que predispde
eventos isquémicos, arritmias e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em uma fase

mais tardia.

Existem dois tipos de hipertrofia: a hipertrofia excéntrica e a hipertrofia
concéntrica. A hipertrofia excéntrica ocorre em casos ou modelos de sobrecarga de
volume como no infarto do miocardio, na regurgitacdo da valvula aértica e mitral e nas

fistulas arteriovenosas. Esse tipo de hipertrofia € caracterizado por um aumento da
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espessura de parede, devido a replicacdo em série dos sarcbmeros, € aumento da

cavidade do ventricular.

Ja a hipertrofia concéntrica ocorre em casos ou modelos de sobrecarga de
pressao como a hipertensao arterial e a coarctacdo da aorta. Ela é caracterizada
também pelo aumento da espessura da parede, entretanto, a replicacdo dos
sarcOmeros ocorre em paralelo, e ha diminuigdo da cavidade ventricular. Essas
modificagdes estruturais que acometem o ventriculo esquerdo durante a sobrecarga de
pressdo podem ser explicadas pela Lei de Laplace (Tensdo = Pressao x Raio / 2 x
Espessura de parede), pois 0 aumento da espessura de parede e diminui¢do do raio da
cavidade ventricular promove a normalizagdo da tensédo de parede e a compensagao da
sobrecarga hemodinamica aguda. Entretanto, tardiamente a hipertrofia miocardica nao
consegue mais compensar esse aumento da tensédo de parede e alteragdes estruturais
como a degeneragao e morte celular, a presenca de infiltrado inflamatério e de fibrose
miocardica, a ativagao de metaloproteinases que contribui para a dilatagao das camaras
cardiacas, entre outras, culminam em deterioracédo estrutural e funcional do ventriculo
esquerdo causando a insuficiéncia e faléncia cardiacas (MILL JG & VASSALLO DV
2001).

Contudo, as vias moleculares que traduzem o estimulo mecanico em
bioquimico e os mecanismos celulares envolvidos na regulagao génica que determina o
fendtipo hipertréfico em resposta a sobrecarga de pressao no ventriculo esquerdo e em

resposta a sobrecarga hemodinémica ainda ndo estao totalmente estabelecidos.

Entre os mecanismos celulares envolvidos na hipertrofia miocardica ha a
reprogramagao complexa da regulagcdao génica que inclui a re-expressao de genes
cardiacos fetais, genes que modificam a composi¢do e a regulagdo das unidades
motoras, genes que modificam o metabolismo energético e genes que codificam
componentes de vias hormonais (HUNTER JJ & CHIEN KR, 1999).

O crescimento hipertrofico envolve o controle da expressao génica em varios
niveis: iniciagdo da transcrigdo, elongagao e tradugao do transcrito (HUNTER JJ &
CHIEN KR 1999; MOLKENTIN JD & DORN GW, 2001). As etapas de sinalizagéo

culminam no nucleo, onde ativam um conjunto de fatores de transcricdo. Esses fatores
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sdo responsaveis pela expressdo de genes de resposta imediata, re-expressao do

programa génico fetal dos miécitos e também de genes estruturais.

O primeiro grupo de genes ativados pela sobrecarga mecanica é o grupo dos
genes de resposta imediata como c-fos, c-jun, Erg-1 e c-myc (CHIEN KR et al., 1990;
SADOSHIMA J et al 1992). Posteriormente, os genes fetais como a cadeia pesada da
B-miosina, fator natriurético atrial e B-actina esquelética sdo precocemente expressos,
sendo seguidos (12 a 24 horas apoés o inicio do estimulo mecanico) pela expressao de
outros genes constitutivos. Este padrdao de expressao génica é observado tanto em
modelos de sobrecarga hemodindamica em animais, como em midécitos cardiacos
isolados tratados cronicamente com agonistas ou submetidos a estiramento mecanico
sustentado (SADOSHIMA J & IZUMO S, 1997; YAMAZAKI T et al. 1999). Estes dados
indicam que, embora diferentes vias de sinalizag&o celular sejam ativadas por estimulos
hipertréficos distintos, o programa génico relacionado as alteragdes fenotipicas da

hipertrofia cardiaca € comum.

Ha também uma depressao variavel e tardia da expressao de outros genes
que modificam a homeostase ibnica intracelular. Por exemplo, pode-se citar a
depressao da calcio-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2), com aumento
variavel na expressdo do trocador Na*/Ca™ e receptores das vias parassimpatica e
simpatica que sao atenuados (ex.: receptor b1-adrenérgico, receptores muscarinicos e
aumento na raz&o dos receptores de Angiotensina Il AT1/AT2) (HUNTER JJ & CHIEN
KR 1999). Dessa forma, acredita-se que o controle transcricional da expressao génica
tem funcdo central na determinagdo das caracteristicas fenotipicas da hipertrofia
cardiaca. Portanto, o entendimento do crescimento e da hipertrofia do miocardio requer

informacgé&o detalhada da regulagédo da expressao génica do coragéo.

1.2. Importancia do Fator de Transcrigao MEF2

O aumento do volume cardiaco durante a hipertrofia tem como uma das
caracteristicas o aumento na massa dos midcitos cardiacos. Esse processo é
representado pela ativagdo da maioria dos genes celular, controlado por um evento
transcricional complexo e ativado por fatores de transcrigdo. (OLSON EM &
SCHNEIDER MD, 2003).
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O musculo esquelético, assim como o cardiaco, também possui 0 mesmo
sistema de regulagao fenotipica, sendo que durante o processo hipertrofico também
ocorre a ativagdo do programa génico. Assim, a formagao de diferentes tipos de fibras
musculares depende da expressdo diferencial de proteinas que controlam a
contratilidade e o metabolismo especificos de cada tipo de fibra (SCHIAFFINO S &
REGGIANI C, 1996).

Varios sao os fatores que controlam a miogénese do musculo cardiaco, entre
eles temos: myf-5, MyoD, miogenina e o MEF-2 (myocyte enhancer factor-2 family). Os
fatores MEF2 pertencem a familia MADS Box (MCM1-Agamous-Deficiens-Serum
response factor) foram descritos pela primeira vez como fatores de transcricdo que se
ligam a sequéncias de DNA ricas em A/T nos promotores de varios genes musculo-
especificos. Existem 4 genes da familia MEF2 que foram identificados em vertebrados:
mef2a, b, ¢ e d que sdo expressos de forma distinta, mas em padrdées de sobreposigao
durante a embriogénese e nos tecidos adultos (BLACK BL & OLSON EM, 1998).

A Figura 1 representa os dominios de ligagcdo ao DNA quase idénticos na
extremidade N-terminal com alta homologia no dominio MADS Box (aminoacidos 1-57).
Este dominio é responsavel pela ligagdo ao DNA e dimerizacdo das proteinas,
permitindo que os fatores MEF2 se liguem como homo ou heterodimeros a um
elemento cis com a sequéncia (C/T)TA(A/T)sTA(G/A). Um dominio adjacente ao MADS
Box chamado dominio MEF2 (aminoacidos 58-86), que € caracteristico da familia,
influencia a afinidade de ligagdo ao DNA assim como a interacdo com co-fatores. A
regiao C-terminal dos fatores MEF2 é menos conservada, embora MEF2A, MEF2C e
MEF2D apresentem consideravel homologia na regiao C-terminal, indicando assim, a
evolugdo de um gene ancestral comum (JANSON CG, et al.,, 2001). Ja a regidao C-
terminal apresenta o dominio de transativacdo. Nessa regido, também ocorrem
processos complexos de splicing alternativo, com certos exons presentes em todos os

tipos celulares, enquanto outros sao limitados a tipos celulares especificos.
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Figura 1: Representagcdo estrutural dos fatores de
transcrigdo da familia MEF2.

Evidéncias dao suporte a participacdo dos fatores da familia MEF2 na
regulacdo da expressao génica do miocardio em resposta a estimulos hipertréficos.
Estudos demonstraram que a atividade de ligacdo do MEF2 ao DNA esta de 2 a 3
vezes maior tanto em resposta a sobrecarga de pressdo como em resposta a
sobrecarga de volume (MOLKENTIN JD & MARKHAM B, 1993; NADRUZ W, et al.
2003). A atividade de ligacdo do MEF2 também estd aumentada no coragdao de
camundongos MDX, que apresentam miopatia congénita semelhante a miopatia de
individuos com distrofia de Duchenne (KOLODZIEJCZYK SM, et al, 1999).

Por outro lado, a delecdo de Mef2c também provoca alteragdes da expressao
génica no coragao. Estudo demonstra que este gene tem um papel critico no
desenvolvimento cardiaco, uma vez que sua delecdo promove a morte de embrides em
estagios iniciais de desenvolvimento fetal, devido a parada do desenvolvimento do tubo
cardiaco (LIN Q, et al. 1997). Camundongos que expressam um dominante negativo de
MEF2C no coragao também morrem durante o desenvolvimento pds-natal, sendo
encontrado hipodesenvolvimento cardiaco (KOLODZIEJCZYK SM et al, 1999).
Camundongos com delegao de Mef2a morrem subitamente durante o periodo perinatal
com dilatagcdo do ventriculo direito, desorganizacdo miofibrilar e anormalidades na
estrutura de mitocéndrias (NAYA FJ, et al., 2002).
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Mais recentemente, também foi demonstrado que a hiper-expressao de
MEF2A e MEF2C esta associada ao aparecimento espontaneo de cardiomiopatia
dilatada em camundongos (XU J et al., 2006). A sobrecarga mecénica por coarctagao
da aorta produziu efeitos ainda mais deletérios na estrutura e fungao cardiaca. Os
animais geneticamente modificados apresentam alteragdes na expressao e atividade
dos fatores MEF2 durante o desenvolvimento pds-natal. Portanto, a resposta dos
coracbes frente ao estimulo mecanico, ndo permite a obtencdo de dados conclusivos

sobre a participagao destes fatores na resposta hipertréfica a estimulos mecanicos.

Os fatores da familia MEF2 podem ser ativados por calcio, calcineurina,
MAP quinases p38, ERK5 e CaM quinase. Além disso, os fatores MEF2 também sao
regulados pela associagdo com desacetilases de histonas da classe Il (HDAC-II) no
nucleo. Neste caso, a sinalizacio pelo calcio, através da ativacido de CaM-quinase leva
a fosforilagdo de HDAC-II, que se transloca para o citosol, permitindo a ativagdo dos
fatores MEF2 (BACKS J & OLSON EN, 2006) (Figura 2).

Estudos anteriores do nosso laboratorio demonstraram que o MEF2 se
associa com uma proteina regulatéria, Ki-1/57, no nucleo de cardiomidcitos. Essa
associagcao apresenta-se de forma basal em animais controles, porém, quando os
animais sao submetidos a sobrecarga pressorica essa associagao apresenta-se
diminuida. Esse dado indica um possivel mecanismo regulatério negativo da proteina
Ki-1/57 durante a sobrecarga pressoérica, uma vez que essa interacdo pode estar
envolvida na atividade do MEF2 durante a hipertrofia cardiaca (KOBARG C, et al,
2005).

Também em nosso laboratorio demonstramos através de ensaio de
retardamento de mobilidade eletroforética (EMSA ou shiff) que a atividade do fator de
transcricdo MEF2 esta aumentada em coragdes de ratos submetidos a coarctacdo da
aorta por 1 e 2 horas, visto que a expressao permanece inalterada durante esse
periodo experimental. Nesse mesmo estudo foi avaliada a interagdo do MEF2 com uma
proteina da familia MAPK, a ERKS5. Essa interagdo apresentava-se significativamente
aumentada em coragbes de animais submetidos a sobrecarga pressorica.
Acompanhando o mesmo aumento da interagdo ERKS5-MEF2, o fator de transcrigdo

MEF2 apresenta um aumento de fosforilagdo durante o mesmo periodo experimental.
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Paralelamente com esses resultados, experimentos com gene reporter
demonstraram que o MEF2 coordena a expressao e ativacdo de genes de resposta
imediata, c-jun, em miocardio submetido a coarctagdo da aorta (NADRUZ W, et al.
2003). Assim, estes dados indicam a importancia dos fatores MEF2 na coordenacgao do

controle génico em resposta a estimulos mecanicos.

Extracelular

Intracelular

®
&

P]
‘
HDACs \ !

L 1 Fator de transcrigao
! (MEF2)

/ Ativagao do programa génico fetal \

Figura 2: Esquema representativo das vias de ativagdo envolvendo o MEF2.

Sendo assim, a nossa hipotese é de que o MEF2C influencia de modo critico
a expressao de genes que estdo diretamente envolvidos na hipertrofia cardiaca. E que
o seu silenciamento poderia estar interferindo no modo como o miocardio responde a

estimulos mecanicos como no caso da coarctacao da aorta.
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2. Objetivos




O objetivo do presente estudo € avaliar a importancia do fator de transcrigao
MEF2C no processo de desenvolvimento de hipertrofia cardiaca induzida por

sobrecarga pressorica em camundongos.

2.1 Objetivos especificos

1. Padronizar e otimizar o silenciamento génico do fator de transcricao

MEF2C em cultura de células C2C12 e coragdes de camundongos.

2. Determinar os efeitos do silenciamento génico do fator de transcri¢do
MEF2C na estrutura e na fungéo do ventriculo esquerdo de camundongos

submetidos a sobrecarga pressorica crénica.

3. Determinar os mecanismos moleculares responsaveis pelos efeitos do
silenciamento génicos do fator de transcricdo MEF2C no ventriculo

esquerdo de camundongos submetidos a sobrecarga pressoérica.
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3. Material e Métodos




3.1 Reagentes, Anticorpos e materais cirurgicos

Reagentes: Trizol.

Anticorpos: anti-MEF (C-21) policlonal da Santa Cruz Biotechnology, anti-

GAPDH policlonal da Santa Cruz Biotechnology.

Anestésicos: Xilazina 2% (Farmabase), Cloridrato de Cetamina 50mg/ml e

Tiopental sédico 1,0g ambos do Laboratério Cristalia.

Kits: SuperSinal west Pico Chemiluminescent Substrate, Ampliscribe T7 high

yield transcription da Epicentre.

Oligonucleotideos: da IDT:

T7- Sequéncia: 5 GGT AAT ACG ACT CAC TATAG 3
MEF2C 1187s- Sequéncia: 5 CCC ACC UGG CAG CAA GAACAC 3’
MEF2C 1187as- Sequéncia: 5° GUU CUU GCU GCC AGG UGG GAU 3

GFPs- Sequéncia: 5 GTG TCT TGT AGT TCC CGT CTA TAG TGA GTC
GTATTACC 3’

GFPas- Sequéncia: 5 ATG ACG GGA ACT ACA AGA CAC CTA TAG
TGAGTC GTATTACC ¥

Primers e reagentes para PCR em tempo real: Applied Biosystems

MEF2C: MN 00600423_M1

MEF2A: MN 00488969 _M1

Controle endégeno: GAPDH (VIC/MGB)

Materiais _cirurgicos: agulha 26G (diametro de 0,45mm), fio cirurgico de

algodao 8.0, fio de sutura 3.0 de algodao (Polycot* 3-0 Ethicon, Jonhson & Jonhson,
Brasil), tubo de polietileno PE50 (Clay Adams; USA).
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3.2 Algoritimo para desenho das moléculas interferentes

Trabalhos na literatura apresentam siRNAs com graus de eficiéncia bem
diferentes. O desenho de siRNAs nao se limita unica e exclusivamente a escolher uma
sequéncia qualquer de 21nt baseado na sequéncia do RNA mensageiro. Alguns dos
varios parametros que determinam essa eficiéncia sdo conhecidos. A identificacdo de
alvos para RNAI foi baseada no protocolo de Thomas Tuschl (ELBASHIR et al., 2001;

http://lwww.rockefeller.edu/labheads/tuschl/sirna.html) com algumas modifica¢des.

Resumidamente, as sequéncias foram selecionadas com as seguintes

caracteristicas:

e 0 alvo deve estar localizado na regidao codificante, excluindo os 100
primeiros nucletideos apds o start codon e os 100 ultimos nucleotideos
antes do stop codon. Isso devido a possibilidade dessas regides estarem
complexadas a proteinas regulatérias da traducéo, dificultando o acesso
do siRNA. & e 3’ untranslated regions (UTR) geralmente ndo sao

consideradas devido a mesma questao.
e conteudo de GC entre 30% e 55%

e sabe-se que siRNA que apresentam TT nas extremidade 3’ sdo mais

estaveis

e analise da energia livre das duas extremidades dos siRNAs, realizado pelo

programa Strand Analysis desenvolvido em nosso laboratério.

e nao apresentar estruturas secundarias (hairpins, duplexes ou loops). Essa
analise foi conduzida no programa Gene Runner, subprograma oligo,

sempre trabalhando com o formato RNA da sequéncia.

e ndo apresentar identidade com nenhuma outra sequéncia no genoma,

sendo que mesmo identidades baixas como 16/21 nao foram aceitas.

A busca por essa identidade foi realizada através do programa Strand
Analysis to Blast (http://lgm.fcm.unicamp.br:9001/cqi-bin/SA/SA2blast.cgi) (PEREIRA T,

et al, 2007) usando sempre o oligo antisenso do siRNA (que foi a molécula funcional)

contra o banco EST (sequéncias expressas) do organismo em questdo. Sabe-se que a

Material e Métodos
- 56 -



clivagem do RNA alvo por slicer ocorre quando ha um pareamento perfeito do oligo anti-
senso com o alvo (100% de complementaridade). A existéncia de apenas um mismatch
reduz drasticamente a atividade de slicer (menos de 10%), prejudicando o
silenciamento génico, mesmo assim o0 padrdo de busca aceitara seqUéncias que
possuam complementaridade menor que 16 nucleotideos com outro gene evitando

assim silenciamento inespecifico.

3.3 Sintese de siRNAYEF2C jn vitro

Para a sintese de siRNA de MEF2C foi utilizado um molde de DNA
correspondente a posi¢cao 1187 no mRNA do gene do MEF (AK009139). Como controle
foi utilizado siRNA sintetizado a partir de uma sequéncia irrelevante (GFP), sem
homologia com genes de camundongo. A sintese in vitro do siRNAVEF2C e siRNASFP foi
realizada sob dominio do promotor da RNA polimerase Il T7, utilizando o kit
Ampliscribe T7 high vyield transcription (Epicentre), de acordo com o protocolo do
fabricante e representado na Figura 2. 1uL dos RNAs e 1 e 3ug de T7, utilizados como
padrao para a quantificagado, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
com brometo de etideo, em tampédo TAE (40mM tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8,5), e

visualizados com luz UV.

T7 TZ

—_—

T7 MEF2C S T7 MEF2C AS
dNTP
DTT
Tamp@o
RNA polimerase

MEF2C 8 MEF2C AS

Quantificagéo
21nt 21nt
Anelamento

SiRNAMEF2C

Figura 3: Esquema representativo da sintese de SIRNAMEF2C,
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As bandas dos géis foram quantificadas por densitometria éptica através do
software Image J e a concentracdo dos RNAs foi determinada com base no padrao de

T7, como mostra o gel representativo da Figura 3.

Ing 3ug MEF2Cs MEF2Cas
T7 T7

Figura 4: Gel representativo da quantificagdo das fitas de
RNA. T7= promotor da RNA polimerase Il (padrédo de
quantificacdo), MEF2Cs = fita de RNA MEF2C senso, MEF2C
as = fita de RNA MEF2C antisenso.

Apd6s quantificagao, quantidades iguais (ug) das fitas senso e antisenso
foram incubadas por 5 minutos a 95°C e aneladas por resfriamento lento durante a

noite. O siRNA resultante foi armazenado a -20°C (CLEMENTE CF, et al, 2007).

3.4 Cultura de Células

Para testar o silenciamento do MEF2C em cultura de células, foi utilizada a
linhagem celular C2C12 (ATCC#CRL-1772) proveniente de musculo esquelético de

camundongo C3H.

As células C2C12 foram cultivadas em meio de cultura composto por DMEM
(Nutricell) acrescido de 10% de soro fetal bovino (Gibco) e 1% de penicilina-
estreptomicina (Nutricell), em garrafas de cultura mantidas em estufa a 5% de CO; a
37°C.

Ao atingirem 70% de confluéncia, para ndo perder a populagdo mioblastica
pela confluéncia, as células foram removidas da garrafa utilizando-se solugdo de
tripsina 0,25% (Sigma) e centrifugadas por 10 minutos a 1.500 rpm. O pellet foi

homogeneizado em meio de cultura, as células foram contadas, com o corante de
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exclusdo azul de tripan, em camara de Newbauer e plaqueadas na densidade de 10*
céls/mL (CLEMENTE CF, et al, 2005).

3.5 Ensaio de diferenciacao celular

Caracteristicamente as células C2C12 diferenciam-se em miotubos quando
cultivadas em meio pobre de fatores de crescimento. No presente estudo, as células
C2C12 foram plaqueadas em placas de cultivo de células, na densidade de 10*
céls/mL. Apds 48 horas de plaqueamento, quando os mioblastos atingiram 70% de
confluéncia, o meio de cultura foi aspirado. As células foram lavadas com PBS 0,2M e
adicionou-se meio de diferenciacdo (MD) composto por DMEM (Nutricell) acrescido de
2% soro equino (Gibco) e 0,5% de penicilina-steptomicina (Nutricell). As células foram
mantidas neste meio de diferenciacdo por periodos variando de 8 horas a 6 dias. O
meio de cultura foi trocado diariamente (CLEMENTE CF, et al, 2005).

3.6 Transfeccao das células C2C12

As células foram plaqueadas em placas de cultivo de células, na densidade
de 10* céls/mL. Apos 3 dias de plaqueamento, as células foram transfectadas. Para
cada placa de 5 cm de didametro, foram incubados 300ng (100ng/ml de meio) de siRNA,
2uL de Lipofectamina (Invitrogen) e completados para 50uL com OPTMEM sem
antibidtico por 45 minutos, em temperatura ambiente, para a formagao dos complexos
siRNA-lipossoma. Durante este periodo, as células foram lavadas com PBS e
adicionou-se 1000uL de DMEM sem antibidtico em cada placa. Apds a incubacao,
adicionaram-se 50uL da solugdo de transfeccdo em cada pogo, diretamente sobre as
células, e a transfeccdo prosseguiu por 2 horas, de acordo com Dodds, Dunckley,
Naujoks et al., 1998; em estufa de CO, a 37°C. Para finalizar a transfec¢ao, foram
adicionados 2mL de DMEM acrescido de 15% SFB e 1,5% de antibiéticos em cada

poco, sem a remogao da solugao de transfeccgao.
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3.7 Extrato total de células

Para avaliar o nivel de expressdo de MEF2, foi realizado a extracdo de
proteinas. Para isso, as células foram lavadas com PBS e removidas das placas de
cultivo em tampao de extragdo (100mM Tris-HCI pH 7.4; 100mM pirofosfato de sddio;
100mM fluoreto de sédio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de sédio; 2mM PMSF; 0,2
mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) e em seguida foram lisadas pela passagem em
agulha ultra fina. Ap6és 30 minutos de incubagdo em gelo, os homogenatos foram
centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insoluvel. O
sobrenadante foi utilizado para os ensaios. A determinagao do conteudo de proteinas

totais do sobrenadante foi feita pelo método de Lowry.

Apo6s quantificagdo das proteinas, 400uL de amostra acrescida de 100uL de
tampao de Laemmli (0,0625M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 5% p-Mercaptoetanol; 10%
glicerol e 0,01% bromofenol) e 0,015g de DTT, foram aquecidos a 100°C por 5 minutos

e armazenados em biofreezer para posterior andlise das proteinas por western blotting.

3.8 Microscopia confocal

Para avaliar a localizacdo e distribuicdo do MEF2C nas células C2C12 foi
realizada a microsopia confocal. As células C2C12 foram lavadas rapidamente com
PBS 0,2M e fixadas diretamente nas placas de cultivo Flexercell em 1mL de solugao de
paraformaldeido 4% e sacarose 4% por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds o
periodo de fixagdo, foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada, com PBS 0,2M a
temperatura ambiente. Para o bloqueio das reacbes inespecificas e permeabilizacao
das células, as laminulas foram incubadas em solugao de leite desnatado 3% e triton
0,6% por 1 hora. Logo apos foram lavadas 3 vezes, por 5 minutos cada, com PBS 0,2M

a temperatura ambiente.

Para a imunomarcacao, as células foram incubadas com anticorpos primarios
policlonais anti-MEF (Santa Cruz Biotechnology), na diluicdo 1:50; em solugao de leite
desnatado 1%, durante toda a noite a 4°C. Apos 24 horas, as laminulas foram lavadas
3 vezes, por 5 minutos cada, com PBS 0,2M a temperatura ambiente e incubadas com

anticorpo secundario anti-rabbit biotinilado (Amersham), na diluicdo 1:250, em solugéo
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de leite desnatado 1% por 2 horas. Apds este periodo, as laminulas foram relavadas 3
vezes, por 5 minutos cada, com PBS 0,2M e incubadas com faloidina conjugada a

rodamina (Sigma) na diluicdo 1:500 em PBS, por 45 minutos.

Por fim, as laminulas foram lavadas com PBS 0,2M e montadas em Iaminas
de vidro utilizando-se Vectashield (Vecta). As laminas foram observadas com
microscopio confocal a laser modelo Zeiss LSM 510 (NADRUZ WJ, et al, 2005).

3.9 Silenciamento do MEF2C no coragao de camundongos

Foram utilizados camundongos Swiss machos pesando entre 20-30 gramas,
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp. Foram realizados experimentos
preliminares para avaliacdo do silenciamento do MEF2C no ventriculo esquerdo de

camundongos em resposta a diferentes doses de siRNA.

O siRNA diluido em PBS foi injetado através da veia jugular. Para tanto, os
animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (100mg/kg) e
de Xilazina (5mg/kg) via intraperitoneal. Em seguida, a regido do pescog¢o foi aberta, a
jugular direita dissecada e introduziu-se uma canula de polietileno (PE-10 estirada) de
forma que a solugdo de PBS ou de siRNA foram infundidas lentamente (40uL, intervalo
de 5 segundos, mais 40uL e assim por diante). Uma segunda injegao foi realizada com
80uL de PBS para lavagem da canula. Ao final da injegdo, a canula foi retirada, a
jugular ocluida e a regiao da ferida cirurgica fechada. Apds a recuperagdo anestésica,
0s animais foram devolvidos as suas gaiolas. Animais controles foram submetidos ao

mesmo procedimento cirurgico, entretanto foi injetado apenas PBS.

As dose de 15ug e 30ug de siRNA foram testadas para a verificagdo da
melhor dose a ser utilizada para o silenciamento do MEF2C. Também foi verificado o
curso temporal do silenciamento nos periodos de 1, 4, 7 e 15 dias apds a injegcéo do
siRNA. Em seguida, os animais foram sacrificados e os ventriculos esquerdo foram

submetidos a extragao de proteinas e western blotting (CLEMENTE CF, et al, 2007)
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3.10 Modelo de sobrecarga pressorica cronica em camundongos

Para a realizagdo da sobrecarga pressorica, os camundongos foram
submetidos ao modelo experimental de coarctagdo da aorta. Inicialmente, os animais
foram anestesiados via intraperitoneal com uma mistura de cloridrato de cetamina
(100mg/kg) e de Xilazina (5mg/kg) e colocados em mesa cirurgica aquecida a 38°C. Em
seguida, a cavidade toracica foi aberta no segundo espaco intercostal esquerdo e a
crossa da aorta foi dissecada e constricta com fio cirurgico 8.0, tendo como guia uma
agulha 20G. A cavidade toracica foi fechada e apds a recuperagdo anestésica os
animais foram devolvidos as suas gaiolas. Os animais sham foram submetidos a
cirurgia ficticia, com abertura da cavidade toracica, porém, sem constriccdo da crossa
da aorta. A sobrecarga pressorica foi acompanhada por 1, 7 e 15 dias (FRANCHINI KG
et al, 2000)

3.11 Ecocardiografia

Para avaliacdo da estrutura e da fungcdo do ventriculo esquerdo,
camundongos foram submetidos a ecocardiografia, utilizando o aparelho Toshiba
PowerVision e o transdutor linear 7-11 MHz. Os animais foram anestesiados com a
mistura de cloridrato de cetamina (100mg/kg) e de Xilazina (5mg/kg). Apds 15 minutos
da aplicagcao do anestésico, o exame foi iniciado. Foram feitos cortes tranversais do
ventriculo esquerdo, na altura dos musculos papilares, para medida do septo
intraventricular, da parede posterior e do didmetro diastélico no final da diastole e
didmetro sistolico no pico da sistole. Cada medida foi repetida 3 vezes com arquivo
fotografico (CLEMENTE CF, et al, 2007).

A fracao de encurtamento (%FS) foi calculada pela formula:

%FS= (DDVE-DSVE)/DDVE * 100

Onde:

DDVE: diametro diastélico final do ventriculo esquerdo,
DSVE: diametro sistdlico final do ventriculo esquerdo.
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3.12 Hemodinamica

ApoGs a ecocardiografia os camundongos foram anestesiados e monitorados
hemodinamicamente para obtencdo da pressao arterial e da frequéncia cardiaca. Para
isso, utilizou-se cateteres de polietileno (PE-10 estirado) nas artérias carétida e femoral
direita, os quais foram acoplados a transdutores de pressdo COBE (Avarda, EUA). O
sinal foi amplificado por um amplificador GP4A Stemtech (Stemtech, USA), acoplado a
um conversor analdgico-digital, conectado a um computador contendo o programa
WINDAQ-PRO (DATAQ Instruments, EUA) para a monitoracdo hemodinémica continua
e gravacao de dados (Figura 4). Calculou-se o gradiente da pressao sistdlica arterial
pela diferenca entre a presséo sistolica da cardtida em relagdo a da femoral. Os
registros hemodindmicos foram realizados 1, 7 e 15 dias de constricgdo da aorta
(CLEMENTE CF, et al, 2007).

Computador - Transdutor de

Programa «
WINDAQ-PRO g presséo
.

N6 com
fio 8:0

L Ta]
( z O B

U T = e =

5 e | VB A7

Amplificador /
Conversor
analégico-digital

Transdutor de
pressao

Figura 5: llustracdo do local onde foi realizada a coarctagéo
da aorta e os aparelhos utilizados para a obtencdo da
avaliagao hemodinamica.

3.13 Gravimetria do ventriculo esquerdo

Apoés a avaliagcdo hemodinamica, com 7 e 15 dias, os camundongos foram
sacrificados e o coragdo foi retirado, lavado em solugdo fisiolégica e seco
delicadamente com uma gaze para a retirada do sangue intracavitario. O ventriculo
direito, os atrios e a base do coragédo foram retirados com a ajuda de um tesoura de

ponta fina e o ventriculo esquerdo foi pesado utilizando uma balanca de alta precisao. A
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gravimetria foi calculada pela razdo entre a massa do ventriculo esquerdo pelo peso

corporal final dos animais, multiplicado por um fator 10000 (GUIDO MC, et al, 2007).

3.14 Histologia e Morfometria do ventriculo esquerdo

Apods a obtengao da massa do ventriculo esugerdo, uma fatia transversal do
miocardio na porgao equatorial do ventriculo foi processada em parafina e dela obtidos
cortes histolégicos de 5 um de espessura. Laminas foram coradas com hematoxilina-

eosina e Tricromio de Mansson, conforme etapas abaixo:

Coloracao Hematoxilina-eosina

e hematoxilina de Ehlrich — 5 minutos
e lavagem em agua — 12 minutos

e eosina — 5 minutos

Coloracao Tricromico de Masson

o Hematoxilina de Groat — 5 a 10 minutos

o Lavar em agua corrente e depois em agua acidificada 1%
e Rouge Malloty — 10 a 15 minutos

e Lavar em agua acidificada 1%

o Passar em acido fosfomolibdico 10%

o Passar em agua acidificada 1%

e Verde luz — 13 a 15 minutos

As secgdes foram desidratadas, montadas em balsamo sintético Entellan e
as medidas morfométricas foram realizadas utilizando-se um sistema computadorizado

de imagens (Leica Q500iW e Leica DMLS, Leica Imaging Systems Itd, Cambridge, UK).
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3.14.1 Hipertrofia cardiaca

Para a avaliagdo da hipertrofia cardiaca, foram utilizados cortes histologicos
corados com hematoxilina-eosina (HE), sob aumento de 400x. A hipertrofia foi medida
pelo didmetro dos midcitos em torno do nucleo (um). Foram selecionados apenas
miocitos da parede do ventriculo esquerdo com disposigdo longitudinal e nucleos
ovalados e centralizados (GUIDO MC, et al, 2007).

3.14.2 Fibrose miocardica

Para a avaliagdo da fibrose miocardica foram utilizados cortes corados com
Tricbmio de Masson, sob aumento de 200x. A fibrose foi estimada pela fragao de
volume do colageno (%), calculada pela razao percentual entre a area de tecido corado
positivamente para colageno, em azul, e a area total do miocardio. Para estas analises,
20 campos foram examinados (GUIDO MC, et al, 2007).

3.14.3 Infiltrado inflamatorio

Para a estimativa de infiltrado inflamatério (nimero de células/mm?), Iaminas
foram coradas com HE sob aumento de 400x. As células foram identificadas
morfologicamente pelo aspecto nuclear e citoplasmatico. As células com aspecto
morfolégico de fibroblastos, células endoteliais ou miécitos foram excluidas da
contagem (KOIKE MK, et al, 2007).

3.15 Western blotting

Para a analise da expressao protéica, os camundongos foram anestesiados
com uma dose letal de Tiopental. A cavidade toracica foi aberta e o coragao foi
rapidamente removido, congelado em nitrogénio liquido ou homogeneizado
imediatamente em tampao de extragao (100mM Tris-HCI pH 7.4; 100mM pirofosfato de
sodio; 100mM fluoreto de sddio; 10mM EDTA; 10mM ortovanadato de soédio; 2mM
PMSF; 0,2 mg/ml aprotinina, 10% Triton-X 100) a 4°C usando o homogeneizador tipo

Material e Métodos
- 65 -



Polytron. Apés 30 minutos de incubagdo em gelo, os homogenatos foram centrifugados
a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insoluvel e o sobrenadante
utilizado para os ensaios. A determinagdo do conteudo de proteinas totais do

sobrenadante foi feita pelo método de biureto.

Apoés quantificagdo das proteinas, 50uL de amostra acrescida de 100uL de
tampdo de Laemmli (0,0625M Tris-HCI pH 6.8; 2% SDS; 5% B-Mercaptoetanol,
10% glicerol e 0,01% bromofenol) e 0,015g de DTT, foram aquecidos a 100°C por
5 minutos e armazenados em biofreezer para posterior analise das proteinas por

western blotting.

As amostras de proteinas normalizadas foram submetidas a eletroforese
SDS-PAGE em gel de acrilamida 10% em tampao 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).

As membranas foram incubadas por 45minutos em temperatura ambiente
com tampao de bloqueio (5% leite em p6 desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02%
Tween 20) para minimizar ligagdo inespecifica dos anticorpos. Em seguida, foram
lavadas por 15 minutos em solugao basal (10mM Tris-HCI; 150mM NaCl; 0,05% Tween
20).

Para a imunomarcacéao, as membranas foram incubadas com os anticorpos
policlonais anti-MEF (diluigdo 1:1000) em tampao de anticorpo (3% leite em po
desnatado; 10mM Tris; 150mM NaCl; 0,02% Tween 20) durante 12 horas, a 4°C. Apos
serem lavadas por 15 minutos em solugdo basal, as membranas foram incubadas
utilizando o kit de deteccdo SuperSinal west Pico Chemiluminescent Substrate de
acordo com o protocolo do fabricante, as bandas correspondentes as proteinas
especificas foram detectados por autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman
Kodak, Rochester, NY).

As bandas dos filmes foram quantificadas por densitometria optica através do

software Imajed.
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3.16 Analise da expressao do transcrito de MEF2C por PCR em tempo real

O PCR em tempo real foi utilizado para confirmar a analise do RNAmno
ventriculo esquerdo e nos tecidos, como pulmdo e rim. Ao final do periodo
experimental, os camundongos foram anestesiados e a cavidade toracica e abdominal
foram abertas e o coracao, rim esquerdo e pulméao foram rapidamente removidos € o
RNA total extraido utilizando Trizol, de acordo com o protocolo do fabricante. A sintese
de cDNA foi realizada incubando-se 2ug de RNA total do ventriculo esquerdo de
camundongos com iniciadores randémicos (Randon Primer 250ng - Invitrogen), 50U da
enzima SuperScriptllI™ Reverse Transcriptase (Invitrogen) e os seguintes ciclos: 25°C
por 5 min., 50°C por 1 h e 70°C por 15 min.

O PCR em tempo real, nos propiciou uma quantificacido relativa da
expressdo dos genes através da comparagao da amplificagdo do RNAm entre os
grupos controles e o tratado com o siRNA. Isso foi importante para termos certeza que
os fenotipos gerados realmente sdo derivados da diminuigdo da expressado dos genes

durante a fase aguda do modelo.

As reagdes de PCR em Tempo Real foram realizadas utilizando-se o sistema
TagMan™ (Applied Biosystems), que é constituido por um par de primers e uma sonda
marcada com um fluoréforo. O gene GAPDH (TagMan™ - Applied Biosystems) foi
escolhido como controle endégeno da reagao, o qual serve para normalizar a expressao
do gene de interesse nas diferentes amostras. A sonda GAPDH foi marcada com o

fluoréforo VIC enquanto o gene alvo foi marcado com o fluoréforo FAM.

Para a quantificagao relativa dos genes, as reagées de PCR em tempo real
foram realizadas em ftriplicatas a partir de: 6,25uL de TagMan Universal PCR Master
Mix 2x; 0,625uL da solugdo de primers e sonda; 1,625uL de agua e 4,0uL de cDNA
(40ng no total). No controle negativo foi adicionado 4,0 uL de agua ao invés do cDNA.
As condigdes de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos e
depois 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Os valores da
expressao génica relativa foram obtidos pela analise dos resultados no programa 7500

System SDS Software (Applied Biosystems).

A validacao do sistema gene de interesse/controle endégeno (GAPDH), para

verificar se as eficiéncias de amplificagdo de ambos os genes foram realizadas e
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apresentam-se semelhantes e proximas a 100%. Essa etapa foi essencial para que o
controle enddgeno pudesse ser utilizado para normalizar os valores de expressao
relativa do gene de interesse. A validagdo consistiu na amplificagdo, tanto com os
primers do gene de interesse, quanto do controle endégeno dos cDNAs de triplicatas de
7 concentragdes diferentes (diluigdes seriadas de 5 vezes) de uma amostra escolhida
aleatoriamente. Apds o calculo das eficiéncias de amplificagdo do gene de interesse e
do controle enddgeno, foi construido um grafico de disperséo, o qual teve por finalidade
definir qual foi a amplitude de concentragcdes para as quais o sistema foi eficiente. Para
a construgdo do grafico, foram utilizados os mesmos valores de logaritmo da
concentracao das amostras no eixo X e a diferenca entre as médias dos Cts do controle
endogeno e as médias dos Cts do gene de interesse para cada concentragdo no eixo Y.
Em seguida, obteve-se uma linha de tendéncia para estes valores, a qual possui uma

equacao de reta na qual foi possivel verificar o valor da inclinagcdo da mesma.

Para que o sistema fosse considerado eficiente, o valor da inclinagao deveria
ser menor que 0,1 (quanto mais proximo de zero for este valor, menor € a inclinagao da
curva e, portanto, mais constante é a diferenga entre as médias dos Cts do gene de
interesse e do controle enddgeno). Os pontos no grafico, correspondentes as
concentragdes, que estiverem mais proximos a linha de tendéncia foram considerados

validados.
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Figura 6: Linha de tendéncia obtida apds construgdo do grafico a
partir da utilizagdo do logaritmo das concentragbes pela diferenga
entre as médias dos Cts do controle endégeno e as médias dos Cts
do gene de interesse. Notar ao lado a equagéo de reta da linha de
tendéncia, a qual possui inclinagdo menor do que 0,1, indicando
que o sistema esta validado.
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Com a validacgao realizada passou-se para a fase de realizagao dos ensaios
de quantificacado relativa, utilizando a melhor concentragdo de cDNA para ambos os

primers, que foi de 50ng.

3.17 Analise de ATP, ADP, AMP e ADO por Cromatografia Liquida
3.17.1 Tratamento das amostras de tecidos

Apds serem anestesiados, os camundongos foram sacrificados, e o
ventriculo esquerdo foi coletado, lavado com salina e imediatamente imerso em um gral
com nitrogénio liquido para congelamento e homogeneizacdo. Em seguida, deixou-se o
nitrogénio do gral secar e, rapidamente, transferiu-se o homogenato de tecido para um
tubo plastico (Eppendorfs) previamente congelado. Estas amostras de tecido foram

mantidas a -80°C até o dia da analise, utilizando um método de cromatografia liquida.

Antes da injegado no cromatoégrafo, os nucleotideos (ATP, ADP, AMP e ADO)
foram extraidos dos tecidos de acordo com o procedimento seguinte: pesou-se entre
1,5 a 3,0 mg do homogenato de coragdes em um tubo de ensaio que continha 1 mL de
solucdo de KH2PO4 (50 mmol L™) e acido citrico (25 mmol L™y em pH 4,5. A mistura foi
colocada em banho-maria a 85°C durante 2 minutos para desativar qualquer processo
bioldgico que pudesse degradar os nucleotideos. Em seguida, foram adicionados mais
3 mL de tampéao fosfato-citrato. 1 mL desta solugéao foi levado a centrifuga (8000 rpm, 5
min.). Desta solugao, retirou-se 200 uL e a derivatizagéao foi conduzida acrescentando-
se 20 uL de 2-cloroacetaldeido (agente de derivatizacao) (KATAYAMA M, et al, 2001 e
KAWAMOTO Y, et al, 1998). A mistura reacional foi aquecida em banho-maria a 80°C
por 20 minutos. Apds o resfriamento em banho de gelo, foram injetados 25 uL para

analise no cromatografo.

3.17.2 Condi¢coes Cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em equipamento Alliance série
Waters 2695 (Milford, Mass, USA), equipado com bomba quaternaria, injetor e

desgaseificador automaticos, e detector de fluorescéncia série Waters 2475. Os
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comprimentos de onda para a excitacdo e emissdao foram 280/420 nm para os
derivados N’ NP-etenopurinicos (ATP, ADP, AMP e ADO) ap6s a derivatizacdo com 2-
cloroacetaldeido (KATAYAMA, M. et al, 2001 e KAWAMOTO, Y. et al, 1998). A
separacdao dos compostos foi realizada, a temperatura ambiente, em uma coluna
cromatografica de fase reversa Cosmosil 5C18-MS (150 x 4,6 mm i.d.; 5 um de
tamanho das particulas) protegida com uma pré-coluna (Cosmosil 5C18-MS 10 x 4,6

mm) (ambas adquiridas da Phenomenex).

A fase movel usada para promover a separagao cromatografica foi composta
por KH,PO, (50 mmol L), acido citrico (25 mmol L) em pH 4,5 e de metanol,
preparada diariamente e filtrada em um sistema a vacuo através de um filtro de 0,45 um
(Millipore, Milford, Mass, USA). A coluna foi eluida com uma solu¢do gradiente em um
fluxo de 1.0 mL/min. O gradiente foi o seguinte: fase isocratica em 2% de metanol por 4
minutos, 15% de metanol por 12 minutos e, finalmente, 2% de metanol por 4 minutos
para voltar as condi¢des iniciais. O tempo total de corrida para cada amostra foi de 20

minutos.

O controle do sistema, a aquisicdo e o processamento dos dados foram
realizados através de um computador PC-Pentium IV da Dell, que operou com o
programa Microsoft Windows versao 2003 e com o programa cromatografico Empower
2002.

3.17.3 Derivatizagao dos nucleosideos purinicos

A reagao da adenina e de seus compostos correlatos (ATP, ADP, AMP e
ADO) com 2-cloroacetaldeido produziu os derivados N’ N°-etenopurinicos (Figura 7)
que sao altamente fluorescentes (KATAYAMA M et al, 2001 e KAWAMOTO Y et al,
1998). Para a obtencado de derivados N',N°-etenopurinicos, foram adicionados 10% da
solucdo aquosa de 2-cloroacetaldeido as amostras que continham os nucleosideos
ATP, ADP, AMP e ADO. A mistura reacional foi aquecida em banho-maria a 80°C por
20 minutos, sendo a reagao bloqueada por imersdo do frasco reacional em banho de

gelo.
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Figura 7 - Reacao de derivatizacdo de adenil purina pelo
2-cloroacetaldeido [1].

Conforme as condigbes cromatograficas descritas no item acima, a Figura 8
apresenta um cromatograma representativo de um extrato de coragdo. Sendo assim, a
seletividade entre os compostos pode ser verificada através da forma e resolugao
simétricas dos picos dos derivados N’,N°-etenoadeninas. O tempo total de corrida
cromatografica foi relativamente curto (20 minutos) em comparagédo com uma média de
tempo de 30 minutos reportado na literatura (KATAYAMA, M. et al, 2001). Os tempos
de retencéao (tr) dos derivados de ATP, ADP, AMP e ADO foram de aproximadamente
4,78, 6,29, 10,35 e 15,50 minutos, respectivamente. Esses tempos de retengao alteram-
se com a variagao da temperatura ambiente. Os valores de comprimentos de onda de

excitacao e emissao foram de 280 e 420 nm.
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Figura 8: Cromatograma representativo de um extrato de coragdo contendo os derivados
purinicos ATP, ADP, AMP e ADO.

3.18 Analise estatistica

Os resultados estdo expressos em médias = erro padrdo. O programa
utilizado para a analise dos dados foi Prisma 4.0. Diferengas entre os valores médios
foram testadas pelo teste-t e pela analise de variancia (ANOVA) para dados repetidos.
O teste de Bonferroni foi aplicado para analise post hoc. Valores de P <0,05 foram

considerados com estatisticamente significativos.
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4. Resultados




4.1 Padronizagao e otimizagao do silenciamento génico de MEF2C

4.1.1 Desenho de primers e analise da seqiiéncia do siRNAMEF2¢

O desenho dos primers e identificagdo in silico da sequéncia de RNA
utilizada para a producdo do siRNA foi um importante passo para o planejamento
experimental com a tecnologia de RNAi. Para esse desenho foram utilizados os

seguintes parametros:

e numero de acesso: AK009139. Mus musculus adult male tongue cDNA,
RIKEN full-length enriched library, clone: 2310004H24 product:myocyte
enhancer factor 2C;

e calculo da energia livre de gibbs para verificagcao da efetividade in silico do

siRNA (Programa Strand Analisys).

POSITION: 1187

Target: ATCCCACCTGGCAGCAAGAACAC
RNA sequences in 5'-3' direction:
RNA Sense: CCCACCUGGCAGCAAGAACAC

RNA Antisense: GUUCUUGCUGCCAGGUGGGAU
RESULTS: Value: 3.20 kcal/mol => ACTIVE Guide Strand

Na avaliagdo da Estrutura Secundaria do RNAm do gene alvo para
identificacdo das regides de maior acessibilidade para o complexo RISC, utilizamos o
programa mfold (M. Zuker, 2003) disponivel no site:

http://frontend.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/cgi-bin/rna-form1.cgi (Anexo 1).

O gene mef2c pertence a uma familia de fatores de transcrigdo com alto grau
de homologia entre si, por isso, decidimos analisar a proximidade estrutural existente
entre os membros da familia MEF2. Assim, utilizamos o banco de dados da internet,

com o numero do gene NM_025282.2. A sequéncia do siRNA foi desenhada na posigao

1187 do RNA mensageiro alvo para MEF2C, como citado acima.
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Com o intuito de compararmos a sequéncia do mef2C com os RNAs
mensageiro da mesma familia, realizou-se um alinhamento de genes pertencente a
essa familia génica, com o MEF2A(NM_001033713), MEF2B1(NM_133665),
MEF2B2(NM_008578), e MEF2C (AK009139.1) e MEF2D(NM_001045484). Observa-
se na Figura 9, pelas cores indicativas das bases nitrogenadas, que os membros da
familia MEF2 (A, B1, B2 E D) possuem respectivamente, 52, 36, 44 e 48% de
similaridade em relag&o ao alvo do siRNA do MEF2C. Entretanto, essa similaridade nao

€ considerada importante quanto a especificidade do silenciamento.
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Figura 9: Seqiéncia alvo do siRNA do gene MEF2C (em vermelho) comparando com a mesma regido dos outros genes da mesma familia




A procura por similaridade entre o gene alvo e a especificidade contra o
genoma EST da espécie utilizada foi realizada uma analise utilizando-se o Programa
Strand Analisys/Blast. O resumo do Blast da sequéncia anti-senso do siRNA mostrou
complementariedade de 21 nucleotideos com o gene alvo e apenas 14 nucleotideos de
identidade com outra sequéncia depositada no banco de dados EST, o que minimiza a

possibilidade de silenciamento inespecifico (Figura 10).
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A B C D

Cluery Subject Subject Length |ldentities  |Score  |E value
POSITION: 1187 |UM-GYD-clo-H0B-0-UL 1 NIH_BMAP _GY0 Mus musculus cDNA clone IMAGE: 3062 G510 21 421 D.002
POSITION: 1187 |KDS10E11-5M NIA Mouse Hematopoietic Stem Cell cDMA Library 546 21 42.1 0.002
POSITION: 1187 |UkM-GYO-clt=1-11-0-Ul.r1 NIH_BlMAP GVD Mus musculus cDMNA clone IMAGE: 30617 782 21 421 0.o02
POSITION: 1187 |AGENCOURT 11362543 updated NIH_MGC_137 Mus musculus cONA clone IMAG 916 21 421 0.002
POSITION: 1187 |BY287633 RIKEN full-length enriched, visual cortex Mus musculus cDNA clone K530 433 21 421 0.002
POSITION: 1187 |AGENCOURT 10334139 NIH MGC 144 Mus musculus cDMNA clone IMAGE:B589365 704 21 421 D.002
POSITION: 1187 |H4072HO2-5 NIA Mouse 7. 4K cDMNA Clone Set Mug musculus cDNA clone H4072HO 544 21 421 D002
POSITION: 1187 [ic39e01.y1 Melton Mormalized Mixed Mouse Pancreas 1 N1-MMS1 Mus musculus d 573 21 42.1 0.002
POSITION: 1187 |va3dh04.r1 GuayWoodford Beier mouse kidney day 7 Mus musculus cOMA clone I 3654 21 421 0.002
POSITION: 1187 |CJ320244 RIKEN full-length ennched mouse cDMA library, Rathke's pouches 145 d4 449 15 30.2 6.7
POSITION: 1187 |CJ315309 RIKEN full-length enriched mouse cOMNA library, Rathke's pouches 14,5 d4 410 15 30.2 b.7
FOSITION: 1187 |CJ313647 RIKEM full-length ennched mouse cOMA ibrary, Rathke's pouches 14 5 d4 427 15 30.2 6.7
POSITION: 1187 |CJ311787 RIKEN full-length ennched mouse cDMA library, Rathke's pouches 14.5 d3 454 15 30.2 6.7
POSITION; 1187 |CJ310124 RIKEN full-length enriched mouge cDMA library, Rathke's pouches 14,5 dg 408 15 30.2 6.7
FPOSITION: 1187 |CJ303629 RIKEM full-length ennched mouse cOMA library, Rathke's pouches 14.5 d4 414 15 302 6.7
POSITION: 11687 |BP7ES902 mouse pancreatic islet library with recombination-based method Mus mus a78 15 302 6.7
POSITION:; 1187 |BP756246 mouse pancreatic islet library with recombination-based method Mus mug 596 15 30.2 6.7
POSITION: 1187 |BP755249 mouse pancreatic islet library with recombination-based method Mus mus 556 15 30.2 B.7
POSITION: 1187 |BP7S5066 mouse pancreatic islet library with recombination-based method Mus mug 426 15 30.2 6.7

Figura 10: Resposta gerada pelo programa Strand Analisys/Blast um dos siRNA do gene MEF2C. A) Posigao do siRNA na sequéncia do
RNAm; B) Nome da sequéncia no NCBI com a qual houve identidade da sequéncia alvo; C) Local na sequéncia depositada no NCBI; D)
Numero de nucleotideos com identidade, ou seja, que existe complemetariedade entre o siRNA e o depésito EST no NCBI.



4.2 Silenciamento em células C,C,

Anterior ao silenciamento do MEF2C em cultura de células C2C12, foi
demonstrado a localizagao nuclear desse fator de transcricao nas fases de proliferacao
e diferenciagao das células. A Figura 12A e 12B demonstra fotografias de células C,C1>
marcadas com anticorpo anti-MEF2 e faloidina. Pode-se observar intensa marcacao de

MEF2 principalmente nas regides nucleares.

Ja a Figura 11C demonstra que as células C2C12 em processo de
diferenciagdo apresentam maior expressdao protéica do MEF2 que varia
aproximadamente 5 vezes nos 1°, 2° e 5° dias a aproximadamente 10 vezes nos 3° e 4°

dias.

Em seguida, com o intuito de padronizarmos o silenciamento das células
C2C12, estas foram plaqueadas, induzida a diferenciagao e apds 3 dias realizou-se a
transfeccao utilizando 100ng de siRNA por ml de meio. Apds 1 dia da transfeccgao,
avaliou-se a expressao protéica do MEF2 por western blotting apds a transfeccdo com
RNAI. A Figura 11D demonstra que aproximadamente 75% da expressao protéica de
MEF2 foi diminuida apds silenciamento quando comparada as células controles que

receberam apenas lipofectamina.
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Figura 11: Otimizagao do silenciamento em cultura de células C,C».

A - Microscopia confocal de células C,C1, no 1° dia de diferenciagdo. Em verde marcagao do
fator de transcrigdo MEF2C com anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com FITC. Em
vermelho marcagao com faloidina e a sobreposigéo das duas marcagoes (aumento 400X).

B - Microscopia confocal de células C,C4, no 5° dia de diferenciagdo. Em verde marcagao do
fator de transcricdo MEF2C com anticorpo secundario anti-rabbit conjugado com FITC. Em
vermelho marcag¢ao com faloidina e a sobreposi¢céo das duas marcagdes (aumento 1000X).

C — Exemplo representativo de blot realizado com homogenatos de células C,C,, e anticorpos
anti-MEF2, nos 5 dias de diferenciagdo. Sao apresentados os valores percentuais médios da
quantidade de proteina marcada com MEF2 (n=3).

D — Ensaio de padronizagdo do silenciamento em células C,C,. Exemplos representativos de
blots realizados com homogenatos de células que receberam 300 ng de SIRNAVEF2C (n=2).
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4.3 Silenciamento do MEF2C no ventriculo esquerdo de camundongos

4.3.1 Ensaios dose-resposta

Para avaliar a dose adequada de siRNAMEF2C

para o silenciamento do
MEF2C no miocardio realizamos ensaios do tipo dose-resposta. Para isso,
camundongos foram submetidos a canulagdo da veia jugular direita e foram tratados
com injegdes lentas de 15 ou 30pg de siRNAMEF2C diluidos em 300uL e 600uL de PBS,

respectivamente. Animais controle foram tratados somente com o veiculo PBS.

Apds 1 dia da injecdo, os animais foram sacrificados e a expressédo de
MEF2C foi avaliada no miocardio por western blotting. A Figura 12 mostra os resultados

AMEFZC

de dose-resposta de siRN no silenciamento do MEF2C.

Apés 1 dia, a administragdo de 15ug de siRNAY672¢  |evou 27% de
silenciamento da expresséo protéica de MEF2, enquanto que a injecédo de 30ug de
siRNAMEF2C levou a um silenciamento da expressdo protéica em cerca de 85%,
comparados aos animais controles. Com base nestes resultados a dose de 30ug de
siRNAMEF2¢ em 600uL de PBS foi escolhida para futuros experimentos de silenciamento

do MEF2C em camundongos.
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Figura 12: Ensaio dose-resposta para siRNAYE7?°. Exemplo representativo de

blot realizado com homogenatos de ventriculo esquerdo de camundongos e
anticorpos anti-MEF2, para a dose de 15ug de siRNAY72¢ em 300ul de PBS e
30pg de siRNAYEF%® em 600ul de PBS. Valores percentuais médios da
quantidade de proteina marcada com MEF2. CT: n=4, 15ug: n=5, 30ug: n=3, * P
<0,05 vs CT PBS.

4.3.2 Analise da especificidade do silenciamento - siGFP

A especificidade do siRNA do MEF2C foi avaliada pelo efeito do siRNA
irrelevante. Utilizamos como controle negativo ou irrelevante siRNA construido com
base na seqiéncia de GFP. Apos 1 dia da injecdo de 30ug de siRNA®™ diluidos em
600ul de PBS os animais foram sacrificados e os venticulos esquerdos extraidos para
analise. Os resultados demonstrados na Figura 13 indicam que o tratamento com
siRNACP nao proporciona alteracdo na expressao protéica do MEF2C. Assim,

podemos afirmar que o siRNAVEF2€ atua de modo sequéncia-especifico.
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Figura 13: Teste de especificidade do silenciamento do
gene da MEF2C utilizando siRNA®FP. Exemplos
representativos de bloft realizado com homogenatos de
ventriculo esquerdo de camundongos e anticorpos anti-
MEF2. Valores percentuais médios da quantidade de
proteinas marcadas com anti-MEF2 em miocardio de
camundondos. CT e siGFP (n=5).

4.3.3 Confirmacao do silenciamento por Real Time-PCR

Apos confirmagao do silenciamento da expressdo protéica de MEF2C
verificou-se os niveis de RNA mensageiros presentes nos ventriculos esquerdos de
camundongos que receberam injecdo de 30ug de siRNAVEF2C, |nicialmente realizou-se
a validagao do primer MEF2C em relagdo ao controle endégeno GAPDH. Para isso,
realizaram-se diluigbes seriadas do cDNA que foi utilizado como molde. A Figura 14
demonstra a linearidade das duas reacgdes, tanto para o gene alvo, MEF2C, quanto
para o controle endégeno, GAPDH. Esse resultado demonstra que os dois primers
foram igualmente eficientes e foi selecionada a diluicdo de 40ng de cDNA para os

ensaios posteriores.
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Figura 14: Grafico representativo da curva de validagéo
dos primers MEF2C e GAPDH.

Procedeu-se entdo para a confirmacgao do silenciamento dos transcritos em
amostras de ventriculo esquerdo de camundongos tratados 30ug de siRNAMEF2C, Apos
1 dia da administragdo do siRNA os animais foram sacrificados, o ventriculo esquerdo
retirado e o RNA total extraido para posterior confeccdo de cDNA. Para esses
experimentos foram utilizados animais coarctados e sham, tratados com veiculo PBS ou
o siRNAVEF2C A Figura 15 demonstra a diminuicdo de aproximadamente 80% no nivel
de RNAmM nos animais que receberam 30ug de siRNA comparados com os animais
que receberam somente o veiculo PBS. Nota-se também que a coarctagao da aorta néo
influenciou o nivel de silenciamento e que os animais Sham apresentaram o mesmo
nivel de silenciamento dos animais submetidos a coarctacdo da aorta. Desta forma,
pode-se confirmar o silenciamento efetivo do MEF2C no modelo experimental de

coarctacao da aorta.
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Figura 15: Confirmagéo do silenciamento por Real Time PCR. Gréfico
representativo da quantificacdo relativa de RNAm dos grupos de
animais que receberam siRNA ou veiculo PBS e sofreram sobrecarga
pressorica ou apenas cirurgia ficticia. * P <0,05 vs Sham PBS, # P <0,05
vs CoAo PBS (n = 6).

4.3.4 Analise da especificidade do silenciamento — MEF2A

Outra forma de verificarmos a especificidade do silenciamento do MEF2C foi
através da avaliacao do nivel de expressao de proteinas da mesma familia. Assim,
optamos por realizar quantificagao relativa, por meio de PCR em tempo real do gene
MEF2A. Para isso, inicialmente realizamos o ensaio de validacdo da reagcdo de PCR em
tempo real, que consistiu em fazer uma reagdo com diluicbes seriadas de cDNA
controle e assim avaliar a eficiéncia de reacédo do primer alvo (MEF2A) e do controle
endogeno (GAPDH). A Figura 16 representa um grafico com linearidade. Podemos
verificar igual eficiéncia de amplificagdo para ambos primers independente da
concentracdo de cDNA. Novamente, a quantidade de cDNA escolhida para posteriores

ensaios foi a de 50ng.
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Figura 16: Gréfico representativo da curva de Validagcao dos
primers MEF2A e GAPDH.

Com os primers validados, realizou-se testes em animais silenciados. Para
isso, camundongos receberam uma injecdo de 30ug de siRNAMEF2C e apos 1 dia foram
submetidos ao modelo de coarctagdo da aorta ou cirurgia ficticia (sham). Os animais
foram anestesiados, sacrificados e seu ventriculos esquerdos retirados 1 e 7 dias apds
a cirurgia. Extraiu-se o RNA e confeccionou-se o cDNA. A Figura 17 apresenta a
quantificacdo relativa de RNA mensageiro do gene MEF2A. Observa-se que a
quantidade de RNAm ndo variou com a injecdo do siRNAMEF2C comprovando a
especificidade do siRNAMEF2C O nivel da expressdo génica também ndo modificou-se
independente do tipo de cirurgia a qual os animais foram submetidos, coarctados ou

sham.
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Figura 17: Controle de especificidade do siRNAY672C.  Grafico

representativo da quantificagdo de RNAm de MEF2A dos grupos de
animais que receberam siRNAY ™ ou veiculo PBS e sofreram
sobrecarga pressorica (CoAo) ou apenas cirurgia ficticia (Sham), 3 dias
apos a injecao (n = 6).

4.3.5 Confirmacao do silenciamento em cardiomiécito isolado

Com o intuito de verificarmos se o silenciamento do MEF2C no miocardio
ocorreu de modo efetivo nos cardiomidcitos, avaliamos a expressao protéica de MEF2C
através de western blotting em cardiomidcitos isolados de ventriculo esquerdo de
camundongos ap6s 1 dia do tratamento com siRNAYE72¢ As células isoladas foram
mantidas em cultura por 30 minutos e apds esse periodo foram extraidas as proteinas
para a realizagao do western blotting. A Figura 18A demonstra uma ilustracédo dos
cardiomiocitos em microscopia de luz convencional antes da extragao das proteinas. Ja
na Figura 18C a técnica de western blotting demonstrou que os animais que receberam
a siRNAMEF2C tiveram menor expressdo protéica, que foi de aproximadamente 75%
quando comparados aos animais que receberam somente o veiculo PBS. A Figura 18B
demonstra o gel corado com Comassie Blue que foi utilizado como normalizador das
proteinas resolvidas em gel de poliacrilamida 8%. Assim, esse resultado confirma o

silenciamento especifico da célula em questado, o cardiomidcito.
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Figura 18: Silenciamento em cardiomidcito isolado.

A: Microscopia de luz convencional representando os cardiomidcitos a fresco
no momento da extragéo (400X).

B: Gel de comassie blue representando o padrdo de bandas de proteinas como
controle de aplicdo no gel de poliacrilamida.

C: Confirmagdo do silenciamento em cardiomidcito isolado. Exemplo
representativo de blott realizado com homogenatos de cardiomiécito isolado de
coracao de camundongos e anticorpo anti-MEF2. * P < 0,05 vs CT PBS (n = 3).
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4.3.6 Analise do efeito do siRNAYEF2¢ na expressido de MEF2C em outros 6rgaos

Animais foram tratados com dose de 30ug de siRNAMEF2©

e apos 1 dia foram
coletados fragmentos de tecidos do pulmdo e rim para a avaliagdo do efeito do
siRNAMEF2C na expressdo de RNA mensageiro de MEF2C. Para essa andlise foi
utilizada a técnica de PCR em tempo real. Como demonstrado na Figura 19, em relagao
aos animais controle, houve um silenciamento estatisticamente significante do gene do
MEF2C no pulmao, em torno de 75% ap6s a inje¢do de 30 pug de siRNAYEF2C. Também
podemos observar que a expressdao de MEF2C no rim, comparada ao pulmao foi
significativamente reduzida. Do mesmo modo, o silenciamento no rim foi de
aproximadamente 50% em relacdo aos animais controle, porém ndo se apresentou tao

evidente quanto no pulmao.

Pulmao - Rim
20= | | I | |

MEF2C (R. Q.)
G

94
1

PBS siRNA PBS siRNA

Figura 19: Expresséo relativa de RNAm do MEF2C em pulméo e
rim de animais tratados com siRNAYEF2 ou veiculo PBS apos 24
horas. * P <0,05 vs CT PBS Pulméo, (n=3).
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4.3.7 Analise da especificidade do silenciamento — “Off-targets”

A especificidade do siRNA do MEF2C foi analisada através da avaliacéo da
expressdo de proteinas cujas expressdes celulares ndo sdo reguladas direta ou
indiretamente pela proteina silenciada. Avaliamos a expressdo de FAK, GAPDH,
JNK1/2 e SHP2. Como indicado na Figura 20, nenhuma das proteinas analisadas teve
sua expressdo significativamente alterada no miocardio de camundongos tratados com
siRNAMEF2C,

WB-anti- FAK = e - - 125 kDa WB - anti - GAPDH | — 23 kDa
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Figura 20: Teste de especificidade do silenciamento do gene da MEF2C utilizando “off-targets”.
Exemplo representativo de bloft realizado com homogenatos de ventriculo esquerdo de
camundongos e anticorpos anti-MEF2. Valores apresentados como médias e erros padrées (n=3).

4.3.8 Curso temporal do silenciamento

Para avaliar o curso temporal do silenciamento do MEF2 no miocardio,
camundongos tiveram a veia jugular direita canulada e foram tratados com 30ug de

siRNAVEF2¢ em 600uL de PBS. Animais controles foram tratados somente com veiculo
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PBS. Apos 1, 4, 7 e 15 dias da injegdo de siRNAMEF2C os animais foram sacrificados e

a expressao do MEF2C foi avaliada no miocardio por western blotting.

Como demonstrado na Figura 21, em relagdo aos animais controles, houve
um silenciamento do gene do MEF2C em torno de 75% no primeiro e quarto dia apds a
injecdo de 30ug de siRNAVEF2C. Entretanto, a expressdo protéica do MEF2 no 7° e 15°
dia foi similar ao controle. Isso sugere que o silenciamento do MEF2C a partir do 7° dia

ja nao foi mais efetivo.

IB: MEF2 72kDa

IB:GAPDH S S S S Wy  2%kDa
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Figura 21: Curso temporal do silenciamento do MEF2C no periodo
de 1 até 15 dias. Exemplo representativo de bloft realizado com
homogenatos de ventriculo esquerdo de camundongos e anticorpos
anti-MEF2. Valores apresentados com valores percentuais médios e
erros padrées médios. * P <0,05 vs CT (n=3).

Também foi verificada a quantidade de RNAm apos 7 dias de injecdo com
siRNA para o MEF2C. Para esse experimento, os animais receberam uma dose de
30ug de siRNAMEF2C oy apenas o veiculo PBS e apos 1 dia foram submetidos a

coartagao da aorta ou a cirurgia ficticia (sham). Depois de 7 dias da injecdo do siRNA
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os animais foram sacrificados e seus ventriculos esquerdos retirados para a extracao
de RNA que foi transformado em cDNA para a realizagdo dos experimentos de
quantificacdo por Real PCR em tempo real. A Figura 22 representa a dosagem relativa
de RNAm nos grupos estudados. Observa-se uma discreta diminuigdo na quantidade

AMEFZC

de RNAmM no grupo que recebeu 30ug de siRN apos 7 dias da injecao,

entretanto, essa diferenca em relagdo ao grupo controle ndo foi estatisticamente

significativa.
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Figura 22: Representagéo grafica da quantifica(;éo relativa de RNAm do gene MEF2C
em animais que receberam 30ug de siRNAY®"*° | apos 7 e 15 dias de injecdo do
siRNA (n = 3).
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4.4 Efeito do silenciamento génico do MEF2C na estrutura e fungao do ventriculo
esquerdo

4.4.1 Avaliagcao da expressao de MEF2 durante a sobrecarga pressorica

Na Figura 23, s&o indicados os valores de densitometria de western blotting
realizados com anticorpos anti-MEF2. A analise do miocardio por western blotting
indicou que a expressao de MEF2 é constante nos coragdes de camundongos
submetidos a sobrecarga pressérica crénica por 7 e 15 dias em relagdo aos controles,
sham. A coloracdo por Comassie Blue das proteinas resolvidas em SDS-PAGE

confirma o uso de quantidades iguais de proteina total nos géis.

A) B)
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Figura 23: Expressdo de MEF2 em ventriculo esquerdo de camundongos Swiss
submetido a coarctagéo da aorta.

A: Exemplos representativos de bloft realizados com homogenatos de coracédo de
camundongos e anticorpos anti-MEF2. CT: controle cirurgia ficticia (sham), CoAo: 1 e 2
semanas de coarctagao da aorta.

B: Gel comassie representando o padrao de bandas de proteinas como controle de
aplicdo no gel de poliacrilamida.
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4.4.2 Efeito do tratamento com siRNAMEF2¢

pressorica cronica

na hipertrofia induzida por sobrecarga

No modelo de coarctagdo da aorta, o aumento de resisténcia ao fluxo
sanguineo na aorta resulta em sobrecarga hemodinamica e hipertrofia do ventriculo
esquerdo. Neste estudo, a sobrecarga pressérica foi estimada pela analise dos niveis
pressoéricos e do gradiente de pressdo sistolico trans-constriccdo em camundongos
anestesiados. As alteracdes estruturais e funcionais do ventriculo esquerdo foram
avaliadas através da ecocardiografia, da hemodindmica e da morfometria do ventriculo

esquerdo.

Para avaliar a influéncia do MEF2C nas mudancas fenotipicas induzidas pela
coarctacao da aorta do ventriculo esquerdo, camundongos tiveram a veia jugular direita
canulada e foram tratados preventivamente com 30ug de siRNAYEF2¢ em 600uL de
PBS. Animais controles foram tratados somente com PBS. Apds 1 dia da injecéo de
PBS ou siRNAYEF2¢ os camundongos foram submetidos a constricgdo da aorta ou

cirurgia ficticia e foram acompanhados por 7 e 15 dias ap6s a constricgéo.

4.4.3 Avaliacao ecocardiografica do ventriculo esquerdo

A Tabela 1 e a Figura 24 apresentam os resultados da avaliagao
ecocardiografica dos animais submetidos a coarctacdo da aorta ou a cirurgia ficticia. O
didmetro diastolico do ventriculo esquerdo foi menor em 7 dias no grupo coarctado
quando comparado aos animais sham, porém, os animais coarctados submetidos a

siRNAYEF2C h30 apresentaram diferenca estatisticamente significativa.

De modo semelhante, o didametro sistdlico do ventriculo esquerdo se
apresentou menor nos animais coarctados com PBS tanto no 7° como 15° dias. Ja os

animais tratamento com siRNAYEF2C tiveram seu diametro sistolico comparavel a sham.

A espessura da parede do ventriculo esquerdo apresentou-se maior com 7
dias pds a coartacgao da aorta, refletindo o tipico crescimento hipertréfico rapido deste
modelo. Pode—se observar que os animais coarctados que receberam o siRNA para o
MEF2C apresentaram atenuacdo da hipertrofia cardiaca representada pela menor

espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo com 7 e 15 dias.
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Observando o paradmetro funcional do ventriculo esquerdo, a fracdo de
encurtamento dos animais coarctados PBS apresentou-se maior em 7 dias em relagao
aos animais sham, demonstrando uma possivel mecanismo de compensacado a
sobrecarga de pressdo. Ja os animais coarctados com siRNA para MEF2C no 7° e 15°
dias e coarctados PBS no 15° dias, ndo apresentaram diferenca estatisticamente

significativa na funcao ventricular.
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Tabela 1: Avaliagdo ecocardiografica de ventriculos esquerdos de camundongos submetidos a coarctagao da aorta.

PBS siRNAMEF2C
Sham CoAo 7dias CoAo 15dias CoAo 7 dias CoAo 15dias
N 15 6 5 4 6
DDVE (mm) 3,7+0,08 3,3+0,09* 3,4+0,01 3,390,10" 3,68+0,08"
DSVE (mm) 2,2+0,11 1,7+0,06* 1,9+0,01* 1,87+0,01" 2,10+0,06
EPPVE (mm) 0,74+0,02 1,00+0,03* 1,21+0,01** 0,8+0,04" 0,73+0,04"
FS (%) 40,4+2,0 48,6+1,3* 44,0+1,9 44,0+1,9* 42,8+1,0

DDVE= didmetro diastélico do ventriculo esquerdo, * P <0,05 vs CT; # P <0,05 vs CoAoPBS 7dias, T P <0,05 vs CoAoPBS 15dias. DSVE= didmetro sistdlico
do ventriculo esquerdo, * P < 0,05 vs CT, # P < 0,05 vs CoAoPBS 7dias. EPPVE = espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo, * P <0,05 vs CT; #
P <0,05 vs CoAoPBS 7dias, T+ P <0,05 vs CoAoPBS 15dias. FS (%)= fragdo de encurtamento (“fractional shortening”) * P < 0,05 vs CT, # P < 0,05 vs

CoAoPBS 7dias. Valores apresentados através da média + erro padréo.
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Figura 24: Avaliagdo ecocardiografica de ventriculos esquerdos de camundongos submetidos a
coarctagdo da aorta ou sham. sham= animais submetidos a cirurgia ficticia, CoAo = Coarctagéo
transversa da aorta; mm= milimetros, % = porcentagem da fragdo de encurtamento.

A: Diametro diastdlico do ventriculo esquerdo.

B: Diametro sistdlico do ventriculo esquerdo.

C: Espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo.

D: Porcentagem da fragéo de encurtamento do ventriculo esquerdo.

* P <0,05 vs sham, # P <0,05 vs CoAoPBS 7dias, T P <0,05 vs CoAoPBS 15dias.

4.4.4 Avaliagcao hemodinamica do ventriculo esquerdo

A avaliagcdo hemodinamica demonstrou maior pressao sistolica na carotida
dos animais coarctados, independente do tratamento recebido. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as pressdes arterial sistdlica na femural, diastélica e

média, além da freqUéncia cardiaca (Tabela 2).

A avaliagdo do gradiente sistélico trans-constriccdo demonstrou que durante
todo o periodo de estudo os camundongos coarctados apresentaram gradiente sistolico
aumentado, variando entre 44 e 52 mmHg. Novamante, ndo houve diferencga
estatisticamente significativa entre os grupos avaliados em diferentes tempos apds a

constriccao (Tabela 2 e Figura 25).
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Tabela 2: Avaliagdo hemodinamica de coragdes de camundongos submetidos a coarctagao da aorta.

PBS SiIRNAMEF2¢
Sham CoAo 1 CoAo 7 CoAo 15 CoAo 1 CoAo7 CoAo15
dia dias dias dia dias dias
N 22 5 3 12 10 7 5
PaS (mmHg) 12142 169+4* 171+£3* 177+4* 1767 171+£3* 171+6*
3 PfS (mmHg) 12142 12542 11942 12814 13314 12443 12545
8 § GrS (mmHg) 0 4442 5242 49+3 4315 46+1 4615
’ PAD (mmHg) 87+2 86+3 8814 8913 89+1 88+3 10143
PAM (mmHg) 10412 99+3 99+3 10243 10142 10042 10844
FrCar 426111 372126 420116 377126 343154 365+19 365126
(bat/min)

N = numero de animais avaliados; PAS= presséo arterial sistélica na aorta, PfS= presséao arterial sistélica na femorral, GrS= gradiente sistélico, PAD=
presséao arterial diastélica, PAM= pressao arterial média, FrCar= freqiiéncia cardiaca. *P <0.05 vs. CT-sham.
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Figura 25: Avaliacdo hemodindmica de coragdes de camundongos submetidos a
coarctacéo da aorta.

A: Pressado arterial sistélica da carétida em camundongos controles (Sham) e de
camundogos coarctados por 7 e 15 dias (CoAo).

B: Gradiente de pressao arterial — diferenga entre a pressao arterial sistélica na carétida e
a pressao arterial sistélica na femoral de animais sham e coarctados por 7 e 15 dias.

4.4.5 Avaliagcao gravimétrica do ventriculo esquerdo

A Tabela 3 e a Figura 26 demonstram a gavimetria do ventriculo esquerdo.
Os animais coarctados PBS com seguimento de 7 e 15 dias apresentaram uma
hipertrofia caracteristica de aproximadamente 30%. Entretanto os animais coarctados
tratados com siRNA para o MEF2C tiveram uma atenuacao de aproximadamente 45%

quando comparados ao grupo coarctado PBS nos mesmos periodos estudados.

Tabela 3: Avaliagdo gravimétrica do ventriculo esquerdo. Porcentagem de hipertrofia
apresentada pelos animais coarctados em relagdo aos shams.

PBS siRNAMEF2C
Sham CoAo CoAo CoAo CoAo
7dias 15dias 7dias 15dias
N 49 15 15 12 10
PVE/PC 28,1+0,3 34,2+0,8* 33,1+1,1* 31,410,9*# 31,0+1,1*
(mg/g)

PBS= animais tratados somente com veiculo PBS, siRNAMEFZC= gnimais tratados com siRNA para o MEF2C, Sham=

animal submetido a cirurgia ficticia, CoAo= animal submetido a cirurgia de coarctagdo da aorta, N= ndmero de
animais estudados, PVE= peso do ventriculo esquerdo, PC= peso corporal. * P <0,05 vs Sham; # P <0,05 CoAoPBS
7dias.
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Figura 26: Avaliagdo do peso relativo do ventriculo esquerdo. Graficos
representativos da razado peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal de
camundongos submetidos a coarctacdo da aorta ou sham, e com ou sem

tratamneto com siRNAYE™2° por 7 e 15 dias e controle (sham). * P <0,05

comparado ao grupo sham; # P <0,05 comparado ao grupo CoAoPBS 7 dias, n
=12.

4.4.6 Morfometria do ventriculo esquerdo

Ap6s 7 e 15 dias da injecdo preventiva de siRNAMEF2C animais coarctados
ou sham foram sacrificados e sec¢des histolégicas foram coradas com Hematoxilina-
Eosina e Tricrobmico de Masson. Posteriormente, os cortes histologicos foram
analisados para a verificagao da fibrose, hipertrofia dos midcitos e presenca de infiltrado
inflamatdrio. A Tabela 4 apresenta os valores da analise morfométrica do ventriculo

esquerdo.
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Tabela 4: Analise morfométrica do ventriculo esquerdo.

PBS SiIRNAYEFC
Sham CoAo 7dias  CoAo 15dias CoAo 7dias CoAo 15 dias
N 14 3 4 4 5
Miécitos (um) 5,410,3 6,610,4 7,1£0,9* 5,910,6 6,410,4
FVC (%) 1,6£0,1 1,610,2 4,3+1,0# 1,440,2 1,440,271
Cl (n°ce|slmm2) 513 9416* 7619* 94+10* 72+10*

N= numero de animais avaliados, ym= unidade utilizada, micrémetro, FVC= fragdo de volume de colageno, Cl=
células inflamatdrias. * P <0,05 vs CT, # P <0,05 vs. CoAo PBS e si 7dias, T P <0,05 vs. CoAo si 15 dias.

4.4.6.1 Hipertrofia dos miécitos

Comparando com o grupo sham, o grupo dos animais coarctados PBS foi o
unico que apresentou maior didmetro dos cardiomiocitos. Ja os animais coarctados
submetidos ao silenciamento do MEF2C tanto com 7 e 15 dias, ndo apresentaram

hipertrofia do ventriculo esquerdo (Tabela 4 e Figura 27).

A Figura 28 demonstra exemplos representativos de cortes histolégicos de

ventriculo esquerdo de camundongos controles e coarctados 15 dias, previamente

tratados com PBS ou siRNAMEF2C,
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Figura 27: Morfometria do ventriculo esquerdo — Hipertrofia dos miéciotos. P <0,05 vs. CT.

I: Grafico representativo da quantificagdo dos didmetros dos midcitos.

II: Imagens representativas da presenga de hipertrofia dos midcitos - Hematoxilina-Eosina
(1000X).

A: Midcitos proveniente de camundongo sham.

B: Midcitos proveniente de camundongo coarctado 15 dias PBS.

C: Miocitos proveniente de camundongo coarctado 15 dias siRNAYE™2C,

4.4.6.2 Fibrose miocardica

A fibrose miocardica foi predominantemente maior (2,5 vezes) no grupo de
coarctado PBS 15 dias quando comparado ao grupo sham. A Figura 28 ilustra
exemplos representativos da fibrose miocardica da cada um dos animais sham,
coarctado PBS e coarctado siRNA com seguimento de 15 dias. Nao houve diferenca
estatisticamente significativa na fibrose miocardica tanto nos animais coarctados PBS

como nos coarctados submetidos ao silenciamento do MEF2C, tanto com 15 dias.
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Figura 28: Morfometria do ventriculo esquerdo - Fibrose miocardica. % = fragdo de
volume de colageno, * P <0,05 vs CT, # P <0,05 vs CoAo PBS e si 7dias, T P <0,05 vs
CoAo si 15 dias.

I: Grafico representativo da quantificagcdo da fragado de volume de colageno.

Il: Fotomicrograficas do tecido miocardico do ventriculo esquerdo corado com Tricodmio
de Masson sob aumento de 200x. A presenga de fibrose (fibras colagenas coradas em
azul) é evidente nos animais coarctados PBS com seguimento de 15 dias.

A: Miocardio proveniente de camundongo sham..

B: Miocardio proveniente de camundongo coarctado 15 dias PBS.

C: Miocardio proveniente de camundongo coarctado 15 dias siRNAME2C.

4.4.6.3 Infiltrado inflamatoério

O inflitrado inflamatério foi maior em todos os grupos coarctados

independente se tratados com PBS ou siRNAMEF2C

, Nos dois periodos do estudo. A
Figura 29 demonstra o grafico da quantificagdo do infiltrado inflamatorio e exemplos de

ldaminas com a presencga de células inflamatérias.
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Figura 29: Morfometria do ventriculo esquerdo - Inflitrado inflamatério. * P <0,05 vs CT.
I: Grafico representativo da quantificagédo do infiltrado inflamatério.

Il: Imagens representativas da presenca de infiltrado inflamatério - Hematoxilina-Eosina.
A: Miocardio proveniente de camundongo sham.

B: Miocardio proveniente de camundongo coarctado 7 dias PBS.

C: Miocardio proveniente de camundongo coarctado 7 dias siRNAYE2¢,

4.4.7 Avaliagao de marcadores moleculares de hipertrofia

4.4.7.1 Avaliagao do marcador -MHC

Apos 1, 7 e 15 dias da injecdo preventiva de siRNAMEF2C e coarctacdo da
aorta ou cirurgia ficticia (sham), os animais foram sacrificados e a expresséo de -MHC

no miocardio foi avaliada por RT-PCR multiplex, através da razdo B-MHC/GAPDH.

A Figura 30 demonstra os valores arbitrarios médios de produtos de RT-PCR

com oligonucleotideos especificos para f-MHC normalizados pelos valores obtidos para

Resultados
-105 -



GAPDH provenientes de camundongos CT, CoAo-PBS e CoAo-siRNA, observados por
1, 7 e 15 dias. Houve um aumento significativo da expressdo normalizada de 3-MHC do
grupo coarctados com 1 dia de seguimento, tanto ostratados com PBS (CoAo-PBS)

AMEF2C (CoAo-siRNA) em relacdo ao grupo controle (CT).

como os tratado com siRN
Nos outros grupos de 7 e 15 dias apds a coarctagdo da aorta, os camundongos nao
apresentaram aumento significativo da expressdo normalizada de B-MHC. N&o houve
diferenca significativa na expressao normalizada de 3-MHC entre os animais CoAo-PBS

e CoAo-siRNA.

CoAo 24horas | | CoAo 7dias | CoAo 15dias

2.0-

1.5+

1.0+

0.5+

Unidades arbitrarias

0.0-

CT CoAoPBS CoAosi CoAoPBS CoAosi CoAoPBS CoAosi

Figura 30: Avaliagdo da expressédo de B-MHC no miocardio em animais tratados de
modo preventivo com siRNAYEF2C oy PBS e coarctados por 1, 7 e 15 dias. Valores
arbitrarios médios de produtos de RT-PCR multiplex com oligonucleotideos
especificos para B-MHC normalizados pelos valores obtidos com oligonucleotideos
especificos para GAPDH. * P <0,05 vs CT (n = 3).

4.5 Efeito do silenciamento do MEF2C nos niveis de ATP/ADP do miocardio

Trabalhos da literatura demonstram que o fator de transcricaio MEF2 esta
intimamente ligado a adaptagdo metabdlica que o musculo cardiaco passa durante a
sobrecarga pressora, através da regulacdo da transcricdo de genes ligados ao
metabolismo energético e de mitocondriogénese. Desse modo, avaliamos como o
silenciamento do MEF2C interferiu no balango energético do musculo cardiaco

submetido a sobrecarga pressorica.
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Apos 1 dia da injecdo de siRNAYEF2C  os animais foram submetidos a
sobrecarga pressorica através da coarctacdo da aorta ou a cirurgia ficticia e apdés mais
1 dia, seus ventriculos esquerdos foram retirados e seus extratos submetidos a
extragcdo de nucleosideos conforme protocolo. A Figura 31 representa os picos de

deteccao de ATP, ADP AMP e ADO em fungao do tempo em que foram detectados.
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Figura 31: Cromatograma representativo dos picos de detecgéo de ATP, ADP AMP e ADO.

Os animais que sofreram a coarctagdo da aorta apresentaram um
comparavel nivel ATP/ADP em relagcdo aos animais sham. Ja os camundongos que

AMEFZC

receberam a injecdo de 30ug de siRN apresentaram um menor nivel de

ATP/ADP em comparagao aos animais coarctados que receberam apenas PBS (Figura
32).
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0.50+

0.45-
0.40- * #

ATP/ADP

0.35+
0.30+
0.25-

ShamPBS Shamsi CoAoPBS CoAosi

Figura 32: Grafico representativo da relacdo ATP/ADT de animais
tratados com PBS ou 30ug de siRNAYE72C que sofreram a coarctagéo
da aorta ou ndo (sham). * P<0,05 vs Sham PBS e sham si, # P <0,05
vs CoAo PBS (n = 6).

Resultados
-107 -



A andlise dos niveis de ATP/ADP dos animais coarctados por 7 e 15 dias
esta apresentada na Figura 33. Nesses grupos nao houve diferenca estatisticamente

significante na relagdo ATP/ADP.
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Figura 33: Gréfico representativo da relacdo ATP/ADP de animais
tratados com PBS ou 30ug de SiRNAMEF2C que sofreram a coarctagéo
da aorta ou sham. Grupo coarctado 7dias e grupo coarctado 15 dias,
(n =6).
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5. Discussao




No presente estudo avaliamos as consequéncias da sobrecarga pressorica

induzida por coarctacao da aorta e a interferéncia do tratamento por siRNA para o fator

de transcricio MEF2C. Assim, primeiramente demonstramos a padronizagdo do

silenciamento, com:

1)
2)
3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

o silenciamento de 75% em cultura de células C2C12;
a definicdo de 30ug de siRNA injetada através da veia jugular;
o curso temporal com silenciamento significativo até 4 dias;

a confirmagéo do silenciamento do RNA mensageiro do MEF2C pelo
real time PCR;

a especificidade do silenciamento do MEF2C pela auséncia de off-
targets;

a injecdo de siRNA®™

MEF2;

nao interferindo no nivel de expressao protéica do

a expressao de MEF2A n3o se alterando com a inje¢do de siRNAMEF2C;

silenciamento de 85% do MEF2 em cardiomidcito isolado de coragéo de

camundongo tratado com siRNAMEF2;

silenciamento de 70% no pulmao;

O efeito do siRNAMEF2C foj avaliado na estrutura, na fungdo e no nivel de

ATP/ADP do ventriculo esquerdo de camundongos submetidos a sobrecarga pressorica

cronica, assim, demonstramos que:

1)

2)

3)

animais coarctados apresentaram um gradiente trans-constricgdo de 40
mmHg;

pela ecocardiografia, os animais que receberam siRNAMEF2©

apés 7 e 15
dias apresentaram reducdo na espessura da parede posterior do

ventriculo esquerdo;

pela gravimetria, observou-se uma atenuacgao de 45% na hipertrofia dos

animais tratados com siRNAMEF2C.
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4) pela morfometria, houve uma reducao fracédo de colageno dos animais

coarctados por 15 dias tratados com siRNAYEF2C;

5) o nivel de expressdo do marcador de hipetrofia -MHC foi maior apos 1

dia de coarctacéo;

6) os niveis de ATP/ADP foram menores nos animais tratados com

siRNAYE2C ¢ coarctados por 1 dia.

A avaliagdo da especificidade do siRNA in silico foi feita por analises
computacionais com bases em bancos de dados disponiveis na rede. Desse modo,
pode-se observar que a molécula de siRNA com alvo para o MEF2C apresentou alta
especificidade, sendo este de 21 pares de bases, contra 14 de proteinas da mesma
familia. Deve-se lembrar que quando o pareamento do siRNA com RNA mensageiro for
abaixo de 15 pares de bases, o silenciamento € prejudicado. Apesar de existir alguma
similaridade entre os membros da familia MEF2 isso n&o indica problema no
silenciamento inespecifico de algum outro membro da familia como ja dito

anteriormente.

Os ensaios de siRNA foram realizados primeiramente em cultura de células
C2C12 para testar o silenciamento em um sistema isolado. Desse modo, encontramos
um silenciamento mais efetivo quando a transfecgao foi realizada no quarto dia de
diferenciagao quando as células nao mais se multiplicam e, portanto o efeito do siRNA

nao estaria sendo diluido.

A otimizagcdo do silenciamento em camundongos foi realizada através de
ensaios para verificacdo da melhor dose de siRNA, do curso temporal e da
especificidade do silenciamento. Para o teste de dose resposta, utilizamos
primeiramente uma dose de 15ug, sendo que essa ja estava sendo utilizada
anteriormente no laboratério (CLEMENTE CF, et al, 2007) para outro alvo, porém com
essa dose observamos um silenciamento inferior a 30%. Assim, para que ocorresse um
silenciamento efetivo, entre 70 e 90%, passamos a testar dose maior de 30ug e desse
modo, conseguimos um silenciamento de 85%, que se apresentou satisfatorio e foi

escolhido para posteriores ensaios.
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Em estudos anteriores do nosso laboratério, CLEMENTE CF, et al, 2007,
demonstrou a padronizagao do silenciamento da FAK (quinase de adesao focal) em
coragdes de camundongos. Testando a melhor dose de siRNA para a FAK (Focal
adhesion kinase) este trabalho mostrou que a injecdo de 5ug de siRNA néo se
apresentou eficiente para o silenciamento, porém quando a dose foi elevada para 15ug
pode-se observar uma diminuigdo de 75% na expressao protéica. Do mesmo modo,
MODLINGER P e colaboradores (2007), testaram inje¢gdes de Sug de siRNA para o
gene da p22phox onde observaram uma diminui¢do na excregédo de 8-isoprostano de
apenas 20%, e quando a dose foi acertada para 50ug essa diminuigcdo na excregao
passou para 50%. Em recente estudo, SORENSEN DR e colaboradores (2003),
transfectaram, em camundongo adulto, plasmidio que codifica a proteina GFP e quando
esses animais foram tratados com 30ug de siRNA tiveram uma significativa diminuigao

do RNAm dessa proteina.

O silenciamento foi observado pela diminuigdo da quantidade de proteina e
também foi confirmado através de PCR em tempo real, para a quantificagdo de RNA
mensageiro presente no ventriculo esquerdo. Essa confirmacgao foi necessaria para se
comprovar que a técnica de siRNA foi efetiva tanto na diminuicdo do transcrito quanto
na degradacdo do RNA mensageiro. Outro fato € que escolhemos utilizar primers
especificos para o MEF2C e para o MEF2A, em que o primeiro apresentou significativa
diminuicdo e o segundo n&o se alterou. Desse modo, o silenciamento se comprova
efetivo e especifico.

A injecdo de 30ug de SiRNAMEF2C

em camundongos diminuiu em 85% a
expressdao de MEF2C 1 dia apds a inje¢ao, assim, testamos por quanto tempo o
silenciamneto era efetivo no miocardio. Para isso, através da técnica de western
blotting, observamos que o silenciamento maximo estava entre 1 e 4 dias apds a
injecdo. Também através da técnica de PCR em tempo real ndo foi observado
silenciamento apds 7 dias da injecao. No entanto, em estudos anteriores, CLEMENTE
CF, et al, 2007, demonstrou que a injecdo de 15ug de siRNA através de veia jugular
diminuiu a expressao da FAK em 75% apos 1 dia de inje¢do, sendo que com a mesma
dose o silenciamento permaneceu por até 15 dias. Em outro trabalho, foi observado

que o efeito maximo do silenciamento estava entre 36 e 72 horas (MODLINGER P, et
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al, 2007), dado que confirma nossos resultados, uma vez que também observamos um

silenciamento maximo entre 1 e 4 dias apos a injegéo.

O siRNA para o MEF2C foi injetado de forma rapida na veia jugular de
camundongos Swiss. A escolha dessa via de administragcdo se deu pelo fato da injegéao
pela jugular ter como principal alvo o coragao, e assim o silenciamento ser mais efetivo
neste 6rgdo. A injegao através da veia caudal, que também ja foi descrita na literatura
(CLEMENTE CF, et al, 2007), ja demonstrou ndo apresentar efeito de silenciamento no
miocardio, provavelmente pelo siRNA chegar diluido no coragédo. Porém, existem outras
formas de injecdo sendo a transfecgdo hidrodindmica uma injecéo rapida de grande
volume de siRNA com mudanga transiente na pressdo venosa. Esse tipo de
administragao € utilizado para o silenciamento de genes em 6rgaos com grande volume
sanguineo, como rim e vasos sanguineos. Essa técnica apresenta inviabilidades, uma
vez que a alta concentragcdo de siRNA pode ativar vias de Interferon. Utilizando a
técnica de injecdo rapida, como no nosso caso, o estudo anterior ao nosso trabalho
demonstrou que a via de interferon ndo estava ativada. Utilizando a técnica de injegcéo
hidrodinamica, HAMAR P, et al, 2004 demonstrou que a injecédo de 50ug de siRNA
diminuiu a expressao de RNA mensageiro em 74%, 1 dia apds a injegdo. Nesse mesmo
estudo, foi também realizado injecao direta no rim da mesma quantidade se siRNA,
porém em menor quantidade de PBS (0,1ml), sendo que os animais apresentaram uma
melhor sobrevida. Podemos observar que esses resultados sdo semelhantes ao do

nosso estudo.

Sendo o musculo cardiaco constituido de diferentes tipos celulares,
decidimos por verificar o silenciamento especificamente no cardiomiocito. Sendo assim,

células foram isoladas de coracdes de camundongos tratados com siRNAMEF2C

apos 1
dia. O western blotting mostrou que os cardiomiocitos apresentaram a mesma
proporcdo de silenciamento do coracao total. CLEMENTE CF, et al, 2008 também
verificou um resultado semelhante, tanto em cardiomidcitos quanto em fibroblastos

isolados de coragdes silenciados para a FAK.

Como a injegcdo do siRNA se faz através da veia jugular o efeito do
silenciamento pode ser observado também em outros 6rgaos, uma vez que a via é

sistémica. Desse modo, observamos que o pulm&o apresentou um silenciamento
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semelhante ao encontrado do coragdo. Ja o rim, que € um érgéao localizado no final da
circulagao apresentou um silenciamento mais discreto, porém, ndo sendo significativo.
Provavelmente o silenciamento seria também observado em outros 6rgédo além dos
estudados, isso da margens para novos estudos com a utilizagado do siRNA no caso de
doencas com acometimento sistémico. Por outro lado, quando for necessario o
silenciamento especifico para um unico 6rgao, deve-se atentar para a escolha de um

siRNA direcionado para o érgéo a ser silenciado.

O modelo de sobrecarga pressorica utilizado nesse trabalho ja foi
amplamente realizado em nosso laboratério e tem demonstrado eficiéncia na inducao
de hipertrofia cardiaca (FRANCHINI KG, et al, 2000; TORSONI AS, et al, 2003). Esse
modelo de coarctagédo da aorta foi eficiente em produzir o efeito esperado de hipertrofia
cardiaca, uma vez que os grupos estudados apresentaram diferengas no peso e na
espessura da parede do ventriculo esquerdo. O gradiente trans-constricgdo encontrado
foi de aproximadamente 40 mmHg em todos os seguimentos do estudo, sendo que os
animais coarctados tratados com siRNA ndo apresentaram diferenca nesse gradiente.
Em estudo anterior do nosso laboratério, NADRUZ WJr, et al, 2003, mostrou que a
coarctacdo da aorta em ratos causou um aumento na pressao sistdlica na aorta de
40mmHg, dado que confirma os nossos resultados. Outros parametros hemodinamicos,
como frequéncia cardiaca e pressao arterial média ndo forma alterados, também

indicando que o tratamento com siRNA ndo modifica a pressao sistémica dos animais.

Varios estudos demonstraram a importancia do MEF2, sendo que animais
que nao possuem expressio desse fator de transcricido apresentam varias deformacdes
principalmente no que se refere ao desenvolvimento cardiaco. Em cultura de células, a
expressdo de um dominante negativo inibe a cardiomiogénese em células P19, e em
animais transgénicos a cardiogénese estda do mesmo modo inibida. Esses animais
também apresentaram uma severa deformacdo das camaras cardiacas, indicando
defeitos de diferenciagao, proliferacdo e maturagdo das camaras (KARAMBOULAS C,
et al, 2006).

Neste trabalho foi avaliado o efeito do silenciamento do siRNA para o fator de
tanscricdo MEF2C em coracdes submetidos a hipertrofia cardiaca. O silenciamento

transitorio do fator de transcricdo MEF2C demonstra a importancia dessa proteina no
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desenvolvimento da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressora. Essa
avaliacao foi realizada de diversas formas, sendo que a analise ecocardiografica foi a
primeira delas. A avaliagdo ecocardiografica demonstrou que os animais que sofreram a
coarctacao da aorta apresentaram fendtipo de hipertrofia cardiaca, com aumento da
espessura da parede posterior e da fragdo de encurtamento, ja os diamentro diastdlico,
e sistdlico se apresentaram diminuidos com 7 dias de sobrecarga, tipico do modelo. O
aumento da espessura da parede posterior demonstra uma hipertrofia compensatoria
ao aumento de tensao na parede do miocardio. Com 15 dias de coarctagao os animais
coarctados apresentaram o mesmo padrdo de modificagbes estruturais sendo que o
parametro funcional, a fracdo de encurtamento, ja se apresenta igual aos animais sham,
indicando um inicio de descompensacgao que provavelmente se estabeleceria por volta

AMEF2C manteve os diametros

do 21° dia de coarctagcdo. O tratamento com siRN
diastdlico e sitdlico, a espessura da parede e a fungdo do miocardio ao longo do tempo,
indicando que o siRNA previniu o desenvolvimento da hipertrofia e as consequéncias

funcionais relacionadas a ela.

Vaérios trabalhos analisaram os efeitos dos membros da familia MEF2 na
funcdo do ventriculo esquerdo, entre eles, KIM Y e colaboradores (2008) apresentou
um trabalho com animais knockout para o MEF2D. Animais controles tratados com
isoproterenol ou submetidos a sobrecarga pressorica apresentaram dilatagdo cardiaca
e diminuicdo da fracdo de encurtamento, porém, animais knockout para o MEF2D a
dilatacao foi menor e a fungao cardiaca, avaliada através da fragdo de encurtamento, foi
preservada. Desse modo, pode-se dizer que o MEF2D é importante na sinalizagao tanto
por sobrecarga mecanica quanto por estimulacdo p-adrenérgica. Em outro caso,
camundongos knockout para o MEF2A apresentaram dilatagdo dos ventriculos
esquerdo e direito sem evidéncias de hipertrofia, sendo que a morte subita foi

responsavel pé 13% das perdas nos animais adultos viaveis.

Por outro lado, a analise da hiperexpressao do MEF2 A e C demonstrou
resultados semelhantes. A hiperexpressdo de MEF2A por 3 semanas, resultou em
aumento do diametro diastolico e sistolico e diminuicdo da fragcdo de encurtamento,
fendtipo tipico de cardiomiopatia dilatada. Quando esses mesmos animais foram

submetidos a sobrecarga pressoérica por coarctagcdo da aorta os transgénicos
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apresentaram um maior aumento da razdo do peso do ventriculo esquerdo pelo peso
corporal comparados aos animais selvagens. A avaliagdo ecocardiografica da
hiperexpressdo de MEF2C apds 3 meses, demonstrou que esse animais possuiam
aumentos dos diametros diastdlico e sistdlico e diminuicdo da espessura da parede

posterior e da fragdo de encurtamento (XU J, et al, 2006).

A analise gravimétrica demonstrou que os animais coarctados apresentaram
um aumento na razao peso do ventriculo esquerdo pelo peso corporal indicando a
efetividade do método de sobrecarga pressoérica. Os animais que receberam a injegao
de siRNAMEF2C demonstraram atenuacdo de aproximadamente 45% na hipertrofia, apos
7 e 15 dias de sobrecarga pressérica através da coarctacéo da aorta. O siRNAMEF?C nao
bloqueou completamente o desenvolvimento da hipertrofia, provavelmente por nédo ser
0 unico fator envolvido nesse processo e também pelo fato do silenciamento n&o ser
total e permanente. Em um trabalho recente, camundongos submetidos a estimulagao
adrenérgica e mecanica apresentaram um aumento de 59% da razdo peso do
ventriculo esquerdo pelo peso corporal apoés 21 dias, enquanto que o0s animais
knockout para o MEF2D esse aumento foi de apenas 27% (KIM Y, et al, 2008). Ao
mesmo tempo a razdo do peso de ventriculo esquerdo pelo peso corporal dos
camundongos que hiperexpressam MEF2C também estava aumentada apds 3 meses,

no entanto, com 1 e 2 meses essa razdo permaneceu inalterada (XU J, et al, 2006).

A analise histolégica mostrou que os animais coarctados por 15 dias
apresentaram um aumento significativo na fracdo de volume de colageno e que o
tratamento por siRNAYEF2C diminuiu esse parametro para quase valores dos animais
controles. Esse efeito tardio do tratamento do siRNA se deu possivelmente pela
protecao oferecida pelo silenciamento na fase aguda do processo hipertrofico, uma vez
que ja com 7 dias ndo ha evidéncias de silenciamento. A diminuigdo da fracdo de
volume de colageno nos animais silenciados indica uma grande importancia na fungao
do miocardio hipertréfico, uma vez que a fibrose relaciona-se a um aumento do fator de
risco para doengas cardiovasculares (MANN DL, et al, 2005). Sabe-se que no coragao o
colageno | e lll sdo os predominantes. O colageno Il é maleavel e flexivel, ja o | é
rigido. Em situacdo basal, o coragdo apresenta uma maior proporcionalidade do

colageno Ill em relagdo ao |, entretanto, quando ha fibrose miocardica essa
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proporcionalidade altera-se, com predominio do |. Essas modificagcdes estruturais
determinam a rigidez miocardica e o déficit de relaxamento ventricular (JANICKI JS, et
al, 2002).

O aumento da fragdo de volume de colageno no grupo coarctado 15 dias
indica também um mau progndstico, uma vez que a fibrose contribui para a insuficiéncia
cardiaca congestiva e faléncia cardiaca. Entretanto, o tratamento com siRNA a longo
prazo pode levar a preservagao da funcido cardiaca. Em estudos anteriores do nosso
laboratério, CLEMENTE CF, et al, 2007 demonstrou que o silenciamento da FAK
diminui significativamente a fibrose o que esta relacionado com a sobrevida dos

animais.

A analise morfométrica também mostrou que apesar dos aumentos
significativos no peso do ventriculo esquerdo, o tamanho dos cardiomiocitos nos
animais coarctados se apresentou discretamente aumentados com 7 dias e
significativamente aumentado com 15 dias, sendo que o tratamento com o siRNA nao
influenciou os valores encontrados. Em um trabalho publicado recentemente, os
camundongos submetidos a sobrecarga pressorica e que nado expressavam MEF2D
apresentaram um cardiomiécito 50% menor comparado ao selvagem coarctado e

tiveram também diminuicdo na fragcao de colageno (KIM Y, et al, 2008).

Varios estudos demonstram a presenca de células inflamatdrias durante o
processo de remodelamento cardiaco, como no caso em que ocorre recrutamento e
ativagdo de mondcitos e macréfagos apds o infarto do miocardio sendo que a presenga
dessas células esta associada a formacao de fibrose (TAKAHASHI M, et al, 2006). Em
outro estudo foi verificado que ocorre aumento da proteina quimioatraente de
monocitos, MCP-1 em animais infartados e quando se obtém um animal com delegao
da mesma proteina observa-se uma melhora na sobrevida dos camundongos
(HAYASHIDANI S, et al, 2003). Por outro lado a presenga de mondécitos/macréofagos no
miocardio esta associada ao surgimento de novos vasos sanguineos por secre¢ao de
fatores angiogénicos e portanto representa um melhor prognéstico no caso de eventos
isquémicos do miocardio (MOLDOVAN NI, et al, 2000). No nosso caso também foi
verificada a presenca de infiltrado inflamatério no modelo de coarctacdo da aorta pois

todos os grupos coarctados apresentaram significativo aumento de células
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inflamatdrias, porém, o tratamento com siRNAYEF2C nzo alterou a quantidade de células
presentes no ventriculo esquerdo submetido a sobrecarga pressora. Esse aumento do
infiltrado inflamatorio ja era esperado uma vez que as células inflamatorias estédo
presentes com intuito de fagocitar os restos celulares dos cardiomiécitos que morrem

por apoptose com o0 aumento da pressao no musculo cardiaco.

O aumento de expressédo de B-MHC no grupo de animais coarctados ja era
esperado uma vez que B-MHC é um classico marcador de hipertrofia cardiaca.
Portanto, estes dados estdo de acordo com CLEMENTE CF e colaboradores (2008)
estudo que demonstrou um aumento da expressédo de B-MHC nos animais submetidos
a sobrecarga pressora por 1 e 2 semanas, porém, quando tratados com SiIRNAPAK
apresentaram reducao na expressao deste marcador hipertréfico. NAYA FJ, et al, 2002
mostrou que camundongos knockout para o gene do MEF2A, com 4 a 5 dias de vida,
apresentaram uma expressao aumentada de marcadores de hipertrofia cardiaca, como
a a-actina cardiaca, que estava aumentada onze vezes em relacdo ao animal
selvagem. Esse aumento provavelmente esta relacionado a mecanismos de
compensacgao, uma vez que a a-actina esquelética se apresentava diminuida. Nesse
estudo, outros marcadores também estavam aumentados como o ANF e o BNP, sendo
que esse resultado de apresentou equivocado uma vez que o MEF2 regula a expresséao
de ANF. No nosso caso a injecao de siRNA ndo alterou a expressdo de B-MHC em
nenhum dos tempos estudados. No trabalho de NAYA FJ e colaboradores (2002) os
animais também nao apresentaram alteragdes na expressao de f-MHC, indicando que
esses camundongos nao sofreram com o fendtipo tipico de faléncia cardiaca. Por outro
lado, animais que hiperexpressdo MEF2 A ou C possuem modificagdes na expressao
de marcadores de hipertrofia e faléncia cardiaca. Nos animais transgénicos que
expressam uma quantidade elevada de MEF2A, existe um fendtipo marcado de
cardiomiopatia dilatada e possuem aumento de ANF e a-actina esquelética. Ja nos
animais que hiperexpressam MEF2C os marcadores ANF, BNP, a-MHC, a-actina
esquelética e B-MHC estéo elevados (XU J, et al, 2006).

Cardiomiopatias sdo frequentemente associadas com mutagbées no DNA
mitocondrial e/ou doengas mitocondriais. A funcdo cardiaca é profundamente

influenciada por flutuagdes da atividade metabdlica das células musculares. Sendo
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assim o fator de transcricdio MEF2 pode estar envolvido nesses mecanismos de
regulacdo do metabolismo energético. Camundongos homozigotos para uma mutagao
no gene do MEF2A-/- apresentam bradicardia severa e arritmias cardiacas. Esses
animais apresentam também diminuigdo na expressdo de genes que codificam
proteinas mitocondriais, e, portanto, demonstraram deficiéncia mitocondrial (NAYA FJ,
et al, 2002). Um provavel mecanismo para esses achados seria de que o MEF2A
estaria agindo na via regulatéria que promove a biogénese mitocondrial pela interagédo
com o PGC1a.

O silenciamento do MEF2C no ventriculo esquerdo submetido a sobrecarga
pressora, possivelmente interferiu no mecanismo de regulacédo energética no qual esse
fator de transcricdo estaria envolvido. Mecanismo este que seria responsavel pela
adaptacdo do musculo cardiaco ao estresse mecanico provocado pela coarctacdo da
aorta. Essa interferéncia se apresentou através da diminuicdo da relagao ATP/ADP nos
animais que sofreram com a sobrecarga pressorica, diminuicado esta que se tornou
ainda mais evidente nos animais que receberam injecdo de siRNA. QIN W e
colaboradores (1997) demonstrou importante interacdo entre o gene da creatina
quinase mitocondrial sarcomérica e o fator de transcricao MEF2. Essa proteina quinase
€ expressa em oOrgaos com grande atividade metabdlica e oxidativa como o musculo
esquelético. Seu gene possui uma regidao rica em A/T por onde o MEF2 se liga e
controla a sua expressdo, regulando assim atividade metabdlica das células
musculares. Ja nos grupos coarctados por 7 e 15 dias ndo foi observada diminuigdo na
relagdo ATP/ADP uma vez que provavelmente nesse periodo o miocardio ja entrou em
uma fase de compensagao metabdlica. Pode-se observar que com 7 dias de coarctagao
nos animais que receberam uma injecdo de siRNAY572C houve uma tendéncia na
diminui¢cao da relacdo ATP/ADP, porém, essa diminuigdo ndo se apresenta significativa.
Em relacéo ao grupo coarctado 15 dias que recebeu 30ug de siRNAYEF2C os niveis da
razao ATP/ADP se mantiveram constantes, esses resultados eram esperados uma vez
que com 7 e 15 dias o silenciamento n&o é evidente e o musculo cardiaco ja esta em

compensagao.
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6. Conclusao




Concluimos que o fator de transcricdo MEF2C regula multiplos aspectos da
hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga pressorica, tais como a expressao de

genes sarcoméricos e genes envolvidos na adaptagdo metabdlica do musculo cardiaco.
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Anexo




ANEXO 1
ESTRUTURA SECUNDARIA DO RNAM DO GENE ALVO MEF2C PARA IDENTIFICAGAO DA REGIAO
DE MAIOR ACESSIBILIDADE PARA O COMPLEXO RISC (MULTIPROTEIN RNA INDUCED-
SILENCING COMPLEX).
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