ANA PAULA DALLA COSTA

Mecanismos de controle da expressao e

atividade de Metaloproteinases 2 e 9 pela

quinase de adesao focal em fibroblastos
cardiacos de rato

Campinas - SP
2009



ANA PAULA DALLA COSTA

Mecanismos de controle da expressao e

atividade de Metaloproteinases 2 e 9 pela

quinase de adesao focal em fibroblastos
cardiacos de rato

Dissertagcdo de Mestrado apresentada a Pos-
Graduagdo da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas para a obtencao
de titulo de Mestre em Fisiopatologia Médica. Area de
Concentracédo: Biologia Estrutural, Celular e do

Desenvolvimento.

ORIENTADOR: PROF. DR. KLEBER GOMES FRANCHINI

Campinas — SP
2009

il



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA DA
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS DA UNICAMP

Bibliotecario: Sandra Lucia Pereira — CRB-8*/ 6044

Costa, Ana Paula Dalla
C823m Mecanismos de controle da expressdo e atividade de
metaloproteinase 2 e 9 pela quinase de adesao focal em fibroblastos

cardiacos de rato / Ana Paula Dalla Costa. Campinas, SP : [s.n.],
2009.

Orientador: Kleber Gomes Franchini
Dissertagdo ( Mestrado ) Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Quinase de adesdo focal. 2. Metaloproteinase 2 da matriz. 3.
Metaloproteinase 9 da matriz. 4. Fibroblasto. 1. Franchini, Kleber
Gomes. II. Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Ciéncias Médicas. III. Titulo.

Titulo em inglés : Mechanisms of control metalloproteinases 2 and 9 expression and
activity by focal adhesion kinase in mouse cardiac fibroblasts

Keywords: « Focal adhesion kinase
* Matrix metalloproteinase 2
* Matrix metalloproteinase 9
* Fibroblasts

Titulacao: Mestre em Fisiopatologia Médica
Area de concentracio: Biologia Estrutural, Celular e do Desenvolvimento

Banca examinadora:
Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini

Prof. Dr. Valdo José Dias da Silva
Prof. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho

Data da defesa: 05-03-2009



Banca examinadora da Dissertacao de Mestrado

Ana Paula Dalla Costa

Orientador: Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini

Membros:
A
1. Prof. Dr. Valdo José Dias da Silva \[ Q)d’q’ \’Q &D "”’“ﬁ C{j\[" 5“% “{\
{
2. Prof. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho /\
3. Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini /{Z{é&. '//""r.’ﬁ,,{c/ \/

Curso de pbs-graduagdo em Fisiopatologia Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual de Campinas.

Data: 05/03/2009

iv



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Kleber Gomes Franchini, pelas oportunidades
para carreira cientifica, pela confianca e respeito ao meu trabalho, e dedicagao no
desenvolvimento deste trabalho. Por compartilhar seus conhecimentos, seu tema de

pesquisa e oferecer seus ensinamentos vao além da ciéncia.

Ao Prof. Dr. Hernandes Faustino de Carvalho e Alexandre Bruni Cardoso pelo

auxilio técnico, disponibilidade e aconselhamentos.

A todos os amigos do Laboratério de Fisiopatologia Cardiovascular: Aline
Mara dos Santos Alisson Campos Cardoso, Ana Helena Macedo, Ana Carolina
Deckmann, Carla Judice, Carolina Clemente, Jackeline Lima, Maria Carolina Guido,
Michel Vaz, Michelle Bueno, Mobnica Siqueira, Marcia Story, Thais Franchini
Tornatore, Thais Holtz Theizen, Talita Marin, Silvana Rocco; Rodrigo Marin, pelo
acolhimento, companheirismo, ensinamentos e contribuicdes na realizagdo deste

estudo.

A CNPq, pela concessao da bolsa.



“O mais indispensavel a um homem é reconhecer o uso que

deve fazer do seu proprio conhecimento”. (Platao)

vi



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt e te e eneeaeenearenne e 18
1.1 Estrutura do miocardio e os mecanismos de Mecanotransdugao ....................... 19
1.2 Quinase de Adesao FOcal (FAK) ........uuuuiiieiiii e 29

T2 ESHUIUIA ..o e 30
1.2.2 Controle da Atividade da FAK ... 33
1.2.3 Efeitos da Ativagdo da FAK N0 COragao .........ccuvvveiiiieeiiiiiiiiiie e, 34
1.3 Metaloproteinases de Matriz ... 37
1.3.1. Estrutura e fungdo . 38

P2 @ = N | I Y 1 PP 44
120 O o] 1= {1/ o 45
2.2 ODbjetiVOS E€SPECITICOS: .. .uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e nnnnenee 45
G T 11 0o | £ = 45

3. MATERIAL E METODOS ...ttt 46

3.1.1 Anticorpos € Reagentes ..........cccovvvviviiiiiiii 47
3.1.2 SOIUCOES € TAMPOES. ...ceeieiiiiiieiiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeeeaaaaeaens 47
o T I N o [1 04 =1L PPN 49
3.2.1 - Isolamento de fibroblastos cardiacos de ratos neonatos (FCRN) ................... 49
3.2.2- Analise de crescimento CelUlar ...........coiiiiiiiiiiiiic e 52
3.2.3-Avaliacao da proliferacao celular dos FCRNs mantidos em cultura................... 52
3.2.3.a Ensaios de incorporagao de BrdU ................eeuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiienneenn. 52
3.2.4- Estiramento Pulsatil Continuo de Fibroblastos Cardiacos de Ratos Neonatos
(L0 ) 3 PP 53
3.2.5 - Homogeneizagao e Determinagao do conteldo de proteinas totais (Western
=] ) IS OPUPRPRPPPPPIR 55
3.2.6 — IMMUNODIOLEING ...t e e e e e e e e e 56
K A 13T o =1 = PP 57
3.2.8 — Analise por microscopia de fluOreSCENCIA ...........uuvvveriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieiiiieinnes 58
3.2.9 -Ensaios Biologia Molecular- Sintese SiRNA ... 59
I (O T g | [T o g o T4 (0] (oo [ o= TSRS 60
3.2.11 Analise EStatistiCa .......coovuiiiiiiiie 61

s 1 I 1 1 62
4.1 Caracterizacao da cultura de fibroblastos cardiacos .........ccccooevvviiiiiiiiiiiiiiiieniees 63
4.2-Efeito do estiramento ciclico na proliferacdo dos FCRNS . ...........oooviiiiiiiiiiniiinnn, 65

vii



4.3 - Efeito do estiramento ciclico na diferenciacdo dos FCRNS .........ccccccceeiiiiiininnn, 67
4.4 - Expressao e fosforilagdo da FAK em FCRNs submetidos a estiramento ciclico .68

4.5 Distribuicdo da FAK em FCRNs submetidos a estiramento ciclico ...................... 75
4.6 Efeito do estiramento mecanico sobre as Metaloproteinases 2 e 9 (MMPs 2 € 9). 77
4.7- Silenciamento génico da FAK nos FCRNs mantidos em cultura por iRNA .......... 82
4 .8- Efeito do silenciamento génico da FAK em FCRNs submetidos ao estimulo
ALY oo TP 86
4.9- Avaliagao da proliferacao de FCRNSs silenciados para FAK por iRNA. ................ 89
4.10- Avaliagao da diferenciagao de FCRNs silenciados para FAK por iRNA ............ 90
4.11- Avaliagao do efeito do silenciamento génico da FAK por iRNA na expressao,
atividade e distribuicdo das MMPs 2 € 9 em FCRNS ...........ouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnns 93
4.12- Complexo mTOR medeia os efeitos da FAK na ativagédo de fibroblastos
induzida por estiramento MECANICO.. ........ccovviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 97
4.13- Tratamento de rapamicina, inibidor de mTOR, atenua a diferenciacao e a
proliferac@o de FCRINS. . .....ooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 99
5. DISCUSSAOQ ...ttt ettt ettt e e 101
B. CONCLUSAOD ......ooeoee ettt ettt eete e e ete e eneeeaeeteareaneas 114
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...t 116

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Estrutura da MEC cardiaca. Esquema do arranjo da relagdo do colageno
fibrilar, miodcitos cardiacos e a vasculatura
(oTo] (o] gT-1 4 = TP PPPRRR 20

Figura 02. Esquema representativo da estrutura linear da FAK, demonstrando os 3
dominios (FERM, KINASE E FAT). Representado os residuos de tirosina que sao

fosforilados durante a sua
= 1A= o= Lo TSR 30
Figura 03. Esquema da estrutura geral das isoformas da familia da MMPs............... 40

Figura 04. Caracteristicas morfolégicas dos FCRNs mantidos em cultura. Imagem de
microscopia de imunofluorescéncia de fibroblastos cardiacos controle marcados com
DAPI e, com anti-vimentina.(A) e anti-desmina (B). Grafico da curva de crescimento
dos fibroblastos cardiacos por diferentes periodos em cultura (C). Coloragao por HE
dos FCRNs em diferentes periodos em cultura (D), aumento de 200 X..........c.cccveeee. 64

Figura 05. Efeito do estiramento ciclico sobre a proliferagdo dos FCRNs. Imagens de
microscopia de fluorescéncia anti-BrdU e anti-Ki67 nas condi¢des: controle e estiradas
e grafico representativo da contagem de células positivas para BrdU e Ki67. Valores
percentuais médios (n=4). * p<0,05, em relagio ao respectivo
LoTo] 0] 1o ][ 66

Figura 06. Efeito do estiramento ciclico sobre a diferenciacdo dos FCRNs. A-
Immunoblotting representativo das quantidades totais de a-SMA nos FCRNs controles
e submetidos ao estiramento mecanico. Gréfico indica os valores percentuais médios
da quantidade de proteina marcada com a-SMA normalizada pela quantidade de
GAPDH. B-Imagem de microscopia de fluorescéncia de FCRNs controles marcados
com a-SMA e DAPI. Aumento
L1010 USSP PPPPPRPRR 68

Figura 07. Ensaio de padronizagdo de alongamento Exemplos de Immunoblottings
representativos das quantidades totais de FAK e de fosfo-FAK em FCRNs submetidos
ao estiramento ciclico com diferentes alongamentos (5, 10 e 15 %). Grafico dos
valores percentuais médios das quantidades de proteina marcada com fosfo-
especifico anti-FAK em tirosina 397 (pFAK) normalizada pela quantidade de FAK em
FCRNSs, controle e submetido ao estiramento ciclico com diferentes alongamentos (5,
10 e 15 %). Valores percentuais médios (n=4).
...................................................................................................................................... 71

Figura 08. Immunoblotting representativo das quantidades totais de FAK em FCRNs
submetido ao estiramento agudo (15, 30 e 60 minutos). Grafico e Immnuobloting
representativo da expressao e fosforilacdo de FAK em FCRNSs, controle e submetido
ao estiramento por 15, 30 e 60 minutos. Valores percentuais médios
(LTS ) TSP PEPR P 73

Figura 09. Curso temporal de estiramento prolongado em FCRNs. Exemplos

representativos de immunoblotings realizados com homogenatos de FCRNs em
cultura e anticorpos anti-FAK, anti-pFAK e anti-GAPDH. Grafico dos valores

X



percentuais médios das quantidades de proteina marcada com fosfo-especifico anti-
FAK em tirosina 397 (pFAK) normalizada pela quantidade de FAK em FCRNSs, controle
e submetido ao estiramento ciclico com diferentes tempos de duragéao (2, 4, 6, e 8
horas). Valores percentuais médios (n=4). * p<0,05, em relagdo ao controle nao
LT = o Lo PSP PPPRRPR 74

Figura 10. Distribuicdo da FAK em FCRNs controle e submetido ao estiramento
mecanico. Imagem de microscopia de fluorescéncia, sendo A controle ndo estirado e B
estirado. FAK marcada verde e faloidina em vermelho marcando actina do
citoesqueleto. Aumento
L0 SRS SPPPPRRRR 76

Figura 11. Co-localizagédo da FAK e da a-SMA em FCRN submetido ao estiramento
mecanico. Imagem de microscopia de fluorescéncia, FAK marcada em verde e a-SMA
em vermelho, areas de co-localizagdo amarelo. Aumento 400X.............cceevevvvieennnn. 77

Figura 12. Avaliagédo da expressao de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em cultura
submetidos ou ndo ao estiramento ciclico por diferentes intervalos. A-Imunoblotting
representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo especifico para MMP2.
Grafico dos valores médios percentuais da quantidade de proteina marcada com MMP
2 normalizada pela quantidade de vimentina nos FCRNs. (N=4) B-Imunoblotting
representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo especifico para MMP9.
Grafico dos valores médios percentuais da quantidade de proteina marcada com MMP
9 normalizada pela quantidade de vimentina nos FCRNs. (N=4).........c..ccceeciviveenen... 78

Figura 13. Avaliacédo da atividade de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em cultura
submetidos ou ndo ao estiramento ciclico por diferentes intervalos. A-Zimograma
representativo realizado com o meio de cultura de MMP2. Gréfico dos valores médios
percentuais da atividade gelatinolitica de MMP 2. B-Zimograma representativo
realizado com o meio de cultura de MMP9. Grafico dos valores médios percentuais da
atividade gelatinolitica de MIMP O....... .. e 80

Figura 14. Distribuicdo das MMP2 e MMP9 e da a-SMA em FCRNs submetido ou nao
ao estiramento mecénico. Imagens de microscopia de fluorescéncia, MMPs 2 e 9
marcadas em verde e a-SMA em vermelho, nucleo com DAPI. Aumento 400X......... 82

Figura 15. Avaliacdo da expressdo de FAK em ensaio de dose resposta para siRNAgax
nos FCRNs mantidos em cultura. Exemplos representativos de immunoblotings
realizados com homogenatos de FCRNs em cultura e anticorpos anti-FAK e anti-
GAPDH. Grafico dos valores percentuais médios das quantidades de proteina
marcada com anti-FAK normalizada pela quantidade de GAPDH em FCRNSs, controle,
lipofectamina e, transfectado com 10 e 40 nM de siRNAgx« . Valores percentuais
L aT=To L0 T (L PSR 84

Figura 16. Avaliagao da expressdo de FAK em ensaio de especificidade do siRNAgak
nos FCRNs mantidos em cultura. Exemplos representativos de immunoblotings
realizados com homogenatos de FCRNs em cultura e anticorpos anti-FAK e anti-
GAPDH. Grafico dos valores percentuais médios das quantidades de proteina
marcada com anti-FAK normalizada pela quantidade de GAPDH em FCRNSs, controle,
lipofectamina e, transfectado com 40 nM de siRNAgrr € siRNAga«. Valores percentuais
MEAIOS (NT4). .ot baaaaranarararararanae 86



Figura 17. Avaliagdo do silenciamento do gene da FAK nos FCRNS tratados com
siRNArak anterior ao estiramento ciclico. Exemplos representativos de immunoblotings
com homogenatos de FCRNs anti-FAK e anti-GAPDH. Grafico dos valores percentuais
médios de proteinas marcada com anti-FAK normalizada pela quantidade de GAPDH
. TSRS 88

Figura 18. Efeito do silenciamento génico da FAK sobre a proliferagdo dos FCRNSs.
Grafico representativo da contagem de células positivas para Ki67. Valores
percentuais médios (n=4). * p<0,05, em relagao ao respectivo controle, e #, em relagcao
a2 CONAIGA0 ESHIrAMENTO. .. ...t s b e e ae e seeeeeeeeees 90

Figura 19 Avaliagéo da diferenciagdo de FCRNs silenciados para FAK por iRNA. A-
Exemplos representativos de immunoblotings com homogenatos de FCRNs anti-a-
SMA e anti-GAPDH. Grafico dos valores percentuais médios de proteinas marcada
com anti-a-SMA normalizada pela quantidade de GAPDH .(n=4). B- Distribuicao de a-
SMA em FCRNs transfectados com siRNAgax. Imagem de microscopia de
fluorescéncia, 100x aumento. Imagem de microscopia de fluorescéncia, a-SMA em
vermelho, nucleo com DAPI. Aumento 100X. C- Distribuicdo de a-SMA em FCRNs
transfectados com siRNAgak € submetidos ao estiramento mecanico. Imagem de
microscopia de fluorescéncia, a-SMA em vermelho, nucleo com DAPI. Aumento
L1010 PR UOPPPPPPRPRR 92

Figura 20. Avaliagédo da expressao de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em cultura
submetido ou n&o a transfecgdo de SiRNAgak 40nM). A-Imunoblotting representativo
realizado com o meio de cultura e anticorpo especifico para MMP2. Grafico dos
valores médios percentuais da quantidade de proteina marcada com MMP 2
normalizada pela quantidade de vimentina nos FCRNs. (N=4) B-Imunoblotting
representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo especifico para MMP9.
Grafico dos valores médios percentuais da quantidade de proteina marcada com MMP
9 normalizada pela quantidade de vimentina nos FCRNs. (N=4) * p<0,05, em relagéo
A0 FCRNS €SHIramento.......coiiiiiiiiiiiiiiie et e e e e eeae e 94

Figura 21. Avaliacédo da atividade de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em cultura
submetido ou ndo a transfeccdo de siRNAgak 40nM). A-Zimograma representativo
realizado com o meio de cultura de MMP2. Grafico dos valores médios percentuais da
atividade gelatinolitica de MMP 2. (N=4). B-Zimograma representativo realizado com o
meio de cultura de MMP9. Grafico dos valores médios percentuais da atividade
gelatinolitica de MMP 9. (N=4) * p<0,05, em relagdo ao controle................ccccuvvverenn... 95

Figura 22. Distribuigdo das MMP2 e MMP9 e da a-SMA em FCRNs submetido ou ndo
a transfecgéo de siRNArak 40nM). Imagens de microscopia de fluorescéncia, MMPs 2
e 9 marcadas em verde e a-SMA em vermelho, nudcleo com DAPI. Aumento

Figura 23. Estiramento ciclico aumenta a fosforilagdo de AKT Ser473, TSC2 Thr1462,
e S6K Thr389, e a deplecdo da FAK por técnica de siRNA diminui a fosforilacdo de
AKT Serd473, TSC2 Thr1462, e S6K Thr389 em FCRNs estirados e ndo estirados. O
siRNAger ndo alterou a expressdo e a fosforilagdo destas proteinas. Os
immunoblottings correspondem a pool de amostras de 3 culturas de FCRNs........... 98

Figura 24- Efeito do tratamento farmacolégico com rapamicina sobre a proliferacao e a
diferenciacédo dos FCRNs. Imagens de microscopia de fluorescéncia anti-Ki67e anti-a

x1



SMA, nas condi¢des: controle e estiradas e tratados com rapamicina e grafico
representativo da contagem de células positivas para Ki67 e -a SMA. Valores
percentuais médios (n=4). * p<0,05, em relagado ao respectivo controle, #, em relagéo
A0 ESHIAMEBNTO. ..o e 100

xii



LISTA DE ABREVIATURAS

ANF - atrial natriuretic factor

AKT - murine thymoma viral oncogene protein kinase B
BrdU- 5-bromo-2’-deoxiuridina/ Bromodeoxiuridina
CT - Controle

CD - Cluster of differentiation

DAPI — 4'-6-diamino-2-fenilindol

DMEM — Meio Eagle modificado por Dulbelcco
DNA — Acido desoxirribonucléico

DTT - 1,4-Dithiothreitol

EDTA — Acido etilenodiamino teracetico

EMT - Transi¢ao epitelial-mesenquimal

EndMT - Transi¢ao endotelial-mesenquimal

ERK - Extracellular signal-regulated kinase

FAK - Quinase de adesao focal

FAS — (Supermature focal adhesions) adesdes focais super-maduras
FAT - Focal Adhesion Targeting

FCRNs - Fibroblastos cardiacos de ratos neonatos
FERM - Ezrin-Radixin-Moesin homology

GFP — Proteina Fluorescente verde

Grb2 - Growth factor receptor-bound protein 2
GST - Glutationa S-Transferase

HDAC-II - Desacetilases de histonas da classe Il
Ig — Imunoglobulina

JNK - Jun N-terminal kinase

kDa — quilo Daltons

K167- Antigeno nuclear KI67

LN — Laminina

MAP - Mitogen-activated protein

Mdm2 — Mouse double minute 2

MEC — Matriz Extracelular

xiii



MEF2 - Myocyte enhancer factor 2

mg — Miligramas

mm — Milimetros

MMP — Familia Metaloproteinases
MMP2-Metaloproteinase de Matriz 2/ Gelatinase A
MMP9-Metaloproteinase de Matriz 9/ Gelantinase B
mTOR- Mammalian target of rapamycin (mTOR)
MSCs - (Circulanting mesenchimal stem cells) células-tronco mesenquimais
MT-MMPs - Membrane-type matrix metalloproteinase
MVRN - Midcitos ventriculares de ratos neonatos

ng — Nanogramas

nm — Nandémetros

NS — Sem diferengas estatisticamente significantes
pb - Pares de base

PBS — Solugao salina tamponada por fosfato

PBS Triton — PBS contendo 0,2% de Triton X100
PBS Tween — PBS contendo 0,05% de Tween 20
PCR — Reacgéo de polimerizagdo em cadeia

PDGF- Platelet-derived growth factor

PF — Paraformaldeido

PGs — Proteoglicano(a)s

Pl 3-quinase - Phosphoinositide 3-kinases

PMSF - Phenylmethylsulphonyl fluoride

RGD — Peptideo de Arginina-Glicina-Asparagina
RNA — Acido ribonucléico

RPM — Rotagdes por minuto

S6 K- p70 S6 kinase

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
SFB — Soro Fetal Bovino

SHy- Src homology 2

SHP2 - Src homology 2-containing tyrosine phosphatase

Src- - ¢-Src (Rous sarcoma virus)

Xiv



SiRNArak — Small interference RNA para a FAK

a -SMA — a-Smooth muscle actina | a-actina de musculo liso
TGF-B — Fator de crescimento transformador

TSC- Tuberous sclerosis protein 2,

TxRd — Vermelho do Texas

VGEF - Vascular endothelial growth factor

XV



RESuUMO

Mudangas dinamicas que ocorrem no intersticio do coragdo contribuem diretamente
para o remodelamento miocardico decorrente de doengas cardiacas tais como infarto
do miocardio, cardiopatia hipertensiva e cardiomiopatias. As metaloproteinases de
matriz extracelular (MMPs) sdo importantes no remodelamento destas doencgas.
Estimulos mecéanicos e neuro-humoral regulam a expressao e atividade de MMPs
através de multiplos processos. Em estudos prévios verificamos que o silenciamento
da FAK no VE de camundongos inibe a fibrose e reduz a atividade de MMP2.
Objetivamos avaliar o papel da FAK no controle da ativagao de fibroblastos cardiacos
de ratos(FCRNSs), induzidos por estiramento mecanico. Os FCRNs foram cultivados
em placas Bioflex e submetidos a estiramento ciclico (10%) por até 8 horas, exceto
os controles. A expressao e atividade da FAK foram avaliadas por imunoblottings
com anticorpos especificos para FAK ou pFAK Tyr397, respectivamente. A
expressdo das MMPs 2 e 9 foi avaliada em imunoblottings e a atividade por
zimografia ambas no sobrenadante da cultura. O estiramento provocou aumento de
2.4 vezes da quantidade de FAK fosforilada em Tyr397, além da expressado e a
atividade de MMP 2 e 9. Além disto, modificou os parametros de proliferagdo dos
FCRNs, mostrando aumento de células positivas para Ki67 e BrdU. Do mesmo
modo, a diferenciacdo em miofibroblastos foi ativada(células positivas para a-actina
de musculo liso (a-SMA). A inibicdo génica da FAK através da técnica de
interferéncia de RNA (siRNAgak), nos FCRNSs, inibiu a expressdao de a-SMA, a
atividade e a expressao das MMPs 2 e 9. Além disso, a deple¢cao da FAK em FCRNs
promoveu a diminuicdo da fosforilacdo em AKT Ser473, TSC-2 Thr1462, e S6
quinase Thr389 em resposta ao estiramento mecanico. A ativacdo dos FCRNs foi
impedida pelo pré-tratamento com o inibidor do complexo mTOR, rapamicina. Assim
mostramos que a FAK medeia a ativagcdo de FCRNs invocado pelo estresse
mecanico, possivelmente através da coordenacado da via de sinalizagdo mTOR. Os
resultados do presente estudo indicam a ativacdo da FAK pode ter um papel critico
na proliferacdo e diferenciacdo, e na ativacdo de MMPs em FCRNs quando
submetidos a estiramento, e ainda o knockdown da FAK apresenta efeitos contrarios,
logo, infere-se o papel da FAK na ativagao de fibroblastos cardiacos.

Palavras-chaves: quinase de adesao focal, metaloproteinases de matriz 2 e 9 e
fibroblastos cardiacos.
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ABSTRACT

Dynamic changes that occur in the heart interstitium contribute directly to the
myocardial remodeling due to heart disease such as myocardial infarction,
hypertensive heart disease and cardiomyopathies. The extracellular matrix-
metalloproteinases (MMPs) play an important role in remodeling in these diseases.
Mechanical and neuro-humoral stimuli regulate the MMPs expression/activity through
several processes which include the control of expression, activation by cascades of
own MMPs and endogenous inhibitors. In recent studies from our laboratory showed
that the FAK silencing in the left ventricle of mice inhibits the fibrosis development,
and in parallel reduced the MMP2.activity and expression. The purpose of this study
was to evaluate the role of FAK in controlling the MMP 2 and 9 expression and
activity in rat cardiac fibroblasts. Cardiac fibroblasts from neonatal rat (FCRNs) were
grown on silicon plates and then subjected to cyclic stretch (10%) for up to 8 hours,
except the controls. The FAK expression and activity were assessed for
imunoblottings through with specific antibodies to FAK or phospho -FAK Tyr397,
respectively. The expression of MMP 2 and 9 was evaluated with specific antibodies
in imunoblottings and activity through zimography both in the supernatant culture.
Furthermore, FCRNs depleted of FAK was defective in AKT Ser473, TSC-2 Thr1462,
and S6 kinase Thr389 phosphorylation in response to cyclic stretch. The activation of
CF-P3/80 invoked by cyclic stretch was prevented by pre-treatment with the mTOR
complex inhibitor rapamycin. These findings demonstrate that FAK signaling plays a
critical role in mediating the activation of cardiac fibroblasts invoked by mechanical
stress possibly by coordinating the downstream mTOR signaling pathway. The results
of this study indicate that the activation of FAK can have a critical role to MMPs
activation in cardiac fibroblasts, as well as, the proliferation and differentiation of
these cells when subjected to stretching, and the FAK knockdown presents contrary
effects, therefore, to corroborate infer the FAK role in differentiation and proliferation
cell, and the MMPs balance in cardiac fibroblasts.

Key words: focal adhesion kinase, the matrix metalloproteinases 2 and 9 and cardiac
fibroblasts
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1.1- Estrutura do miocardio e os mecanismos de Mecanotransdugao

O miocardio € organizado em um arranjo complexo de elementos celulares e
acelulares e vasos sanguineos. Além dos miécitos cardiacos, os executores da
atividade contratil, o miocardio contém um numero relativamente grande de
fibroblastos. Estimativas dao conta de que os fibroblastos constituem entre 30 e 70%
dos elementos celulares do miocardio normal em camundongos e ratos,
respectivamente (BANERJEE et al. 2007) apesar de seu volume total representar
apenas uma pequena fragdo em comparagao com os miocitos cardiacos.

Os fibroblastos cardiacos sao células de origem mesenquimal, sendo o
principal tipo celular responsavel pela sintese dos elementos acelulares do estroma
intersticial, i.e. a matriz extracelular (MEC) (YOUNG AA et al, 1998). O intersticio
miocardico é responsavel por manter as fibras de miécitos cardiacos alinhadas, o
que otimiza a atividade mecanica cardiaca. De fato, o acoplamento mecéanico das
fibras de midcitos cardiacos contribui para a fungdo cardiaca global, através da
coordenacgao do encurtamento dos miécitos.

Os miécitos cardiacos sado circundados pela membrana basal cujo principal
componente estrutural € o colageno nao-filamentar do tipo IV. No entanto, os
miécitos de fibras paralelas estdo arranjados em laminas (YOUNG AA et al, 1998),
constituidas de dois a cinco miocitos de espessura, circundados por uma rede de
fibrilas e fibras de colageno tipos | e lll, proteoglicanas, glicosaminoglicanas e
glicoproteinas, conhecida como endomisio (FIGURA 1). Os fibroblastos formam uma
rede de células interconectadas dentro da rede de colageno endomisial das laminas

de midécitos cardiacos (BORG TK, et al, 1981; CAMELLITI P, BORG TK, AND KOHL
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P., 2005; GOLDSMITH EC, et AL, 2004; YOUNG AA et al, 1998). Laminas paralelas
de midcitos sdo ainda circundadas pelo perimisio, constituido por uma bainha de
colageno. Os feixes perimisiais s&o, por sua vez, circundados pelo epimisio, também

constituido por uma rede de fibroblastos e colageno.

Miocitos

Arteriola
coronariana

Epimisio

Capilares Perimisio

Endomisio

Figura 1: Estrutura da MEC cardiaco. Esquema do arranjo da relagao do colageno
fibrilar, midcitos cardiacos e a vasculatura coronaria. Adaptado (Eghbali M, Weber
KT. 1990).

Os principais componentes da MEC cardiaca sao os colagenos tipo | (80%) e
Il (10%), mas também sao encontrados colagenos do tipo IV, V e VI, laminina,
elastina, (BOSMAN FT, STAMENKOVIC I., 2003; JUGDUTT BI, 2003).

A MEC prové o microambiente fisico, no qual, ndo apenas os miécitos
cardiacos, mas também os fibroblastos estdo ancorados, conectados nas proteinas
filamentares através de receptores de membrana celular, conhecidos como
integrinas. Além disso, proteinas da MEC conhecidas como proteinas matricelulares
que incluem fatores de crescimento, citocinas e proteases, parecem ser criticas para

a regulacao fenotipica, trofica e da migracao dos fibroblastos cardiacos (PLOPPER
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G. et al, 1995.). As proteinas matricelulares, por outro lado, regulam a interagéo
fibroblastos-MEC exercendo importante fungdo na interagdo e resposta daquelas
células a mudangas no microambiente. (CAMELLITI P, BORG T, e KOHL P 2005;
LOFTIS M, SEXTON D, e CARVER W, 2003). Portanto, coletivamente, a MEC: 1)
forma uma rede organizacional que envolve e interconecta estruturas celulares, 2)
fornece sustentagdo aos midcitos e ndo-midcitos, 3) distribui forgas mecénicas em
todo o miocardio, 4) transmite sinais mecéanicos para células individuais, através de
receptores da superficie celular ECM (mecanotransducdo), e 5) participa de
movimento fluido no meio extracelular (HOLMES JW, BORG TK, e COVELL JW,

2005).

Fibroblastos Cardiacos

O fibroblasto é um tipo celular extensamente distribuido nos animais
vertebrados e é a célula mais comum do tecido conjuntivo. Os fibroblastos sintetizam
as proteinas da MEC, preferencialmente colagenos e elastina, além das
glicosaminoglicanas e glicoproteinas multiadesivas. Essas células estdo também
envolvidas na producéo de fatores de crescimento, que controlam o crescimento e a
diferenciacao celular. (EGHBALI-WEBB M, 1994; KANEKAR S, 1998). Sao definidos
tradicionalmente como células de origem mesenquimal, que produzem o colageno
intersticial. Todavia, atualmente acredita-se que fibroblastos podem ser derivados de
varias fontes (QUAN TE, COWPER SE, BUCALA R, 2006). Diversos relatos ilustram
a extensa heterogeneidade fenotipica entre fibroblastos de diferentes tecidos e em
circunstancias fisiologicas distintas. Os fibroblastos contribuem para o

desenvolvimento cardiaco, estrutura do miocardio, sinalizagdo celular; e funcéo
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eletro-mecanica no miocardio em condi¢des fisiologicas e patologicas (KOHL P.,
NOBLE D, 1996; MACKENNA D., SUMMEROUR S.R., VILLARREAL F.J., 2000;

SUN'Y et al, 2002).

E descrito que os fibroblastos necessitam da membrana basal e exibem
multiplos processos ou extensdes do tipo sheet-like. Estas células contém citoplasma
ramificado, um nucleo oval com um ou dois nucléolos. As caracteristicas
morfoldgicas dos fibroblastos podem variar amplamente de acordo com sua atividade
metabdlica. As células com intensa atividade de sintese sdo denominadas de
fibroblastos, enquanto as células metabolicamente quiescentes sdo conhecidas
como fibrdcitos.

Quando os fibroblastos estdo ativos apresentam extenso reticulo
endoplasmatico rugoso e proeminente aparelho de Golgi, assim como abundante
material granular citoplasmatico. Os fibroblastos in vitro quando cultivados em
subtratos 3D (hidrogéis ou géis de colageno) mostram extensdes dentriticas, e
quando em substrato planar e rigido (vidro ou plastico), os fibroblastos estdo
submetidos ao estado de alta tensao, e por isto, apresentam formato estrelar/bipolar,
sitios proeminentes de adeséo focal, fibras de estresse de actina e extensdes tipo
lamelipddios, nestas condi¢gdes sdao denominados protomiofibroblastos. (RHEE S,
JIANG H, HO CH, GRINNELL F., 2007; HINZ B et al, 2007).

Os fibroblastos quiescentes, os fibrocitos, sdo menores e com escasso
citoplasma (BANKS, 1992). Eles sao considerados importantes no processo
cicatricial por contribuirem no mecanismo de formagao do granuloma, na atividade
antigénica, na producdo de colageno e na matriz protéica, participacdo na

remodelagem e na inflamagdo como uma fonte rica de citocinas (ABE et al., 2001,
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QUAN, 2004), na produgdo de fatores de crescimento, na produgdo de fatores
angiogénicos, na contribuicdo na formagdo de novos vasos sanguineos e em
algumas desordens fibréticas (METZ, 2002; QUAN, 2004).

Sabe-se que, em muitas instancias, o fibroblasto é sensivel as mudancgas nas
propriedades quimicas e mecanicas dos tecidos (BURGESS ML et al, 1995). E
sabido que o miocardio responde as sobrecargas cronicas hemodinamicas com o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. Estruturalmente, este processo é
caracterizado por afetar principalmente os miécitos. (EGHBALI M., 1992; WILKE A et
al., 1996; NICOLETTIA E MICHEL JB, 1999; MACKENNA D, SUMMEROUR SR E
VILLAREAL FJ, 2000; PIPER C et al, 2003). No entanto, a hipertrofia do miocardio
também estd associada a um aumento da atividade dos fibroblastos cardiacos
(BISHOP J. et al., 1994; CHAPMAN D, WEBER K, e EGHBALI M., 1990; PIPER C et
al, 2003).

Observa-se que em resposta as mudangas na tensao mecénica, varios grupos
de fatores, incluindo fatores de crescimento, tais como TGF-f, angiotensina Il, e
PDGF, bem como as citocinas, afetam a expressao de colageno e/ou o crescimento
de fibroblastos (BOOZ G. e BAKER K., 1995). Neste aspecto, reconhece-se o papel
dos estimulos mecanicos na patogénese de alteragdes fenotipicas do miocardio e
camaras cardiacas nas varias doengas que acometem o coracgao.

Os diferentes padrdes de remodelamento da MEC, no coragao, dependem de
condicbes mecanica e quimica alteradas, o que contribui para a disfungao cardiaca.
(BISHOP J, e LINDAHL G., 1999; HEENEMAN S, 2000; MACKENNA D,
SUMMEROUR S e, VILLARREAL F., 2000; VAN EMPEL e DE WINDT, 2004).

Normalmente, o remodelamento miocardico envolve mudangas na quantidade e
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organizagdo dos componentes da MEC. Estas mudancas na MEC alteraram os
parametros fisiologicos cardiacos. Observa-se relevantemente a ativagdo e
proliferagdo de fibroblastos cardiacos, além da migracao destas células para ocupar
areas do miocardio, onde antes havia outras estruturas como vasos e os miocitos
cardiacos, a0 mesmo tempo em que produzem colagenos e se diferenciam em
miofibroblastos, com consequente, o acumulo excessivo de MEC (EGHBALI, 1992;
WILKE et al, 1996; NICOLETTI e MICHEL, 1999; MacKENNA, 2000). Os eventos
estruturais no processo de remodelamento cardiaco incluem, portanto, alteragdes na
composi¢cao da MEC.

Especificamente, a fibrose presente no miocardio hipertrofico decorre
de proliferacdo e transformacao de fibroblastos em miofibroblastos e aumento da
sintese de colageno. A fibrose tem consequéncias funcionais para o coragao.
Primeiro, os aumentos na deposicdo de MEC resultam em rigidez mecéanica e
contribuem para a disfungao diastdlica. Os aumentos progressivos da fibrose podem
também causar disfuncdo sistélica e hipertrofia ventricular esquerda (ZILE e
BRUSTSAERT, 2002b). Além disso, aumento dos niveis de colageno perturba a
comunicacao eletrébnica entre os midécitos. Ademais, a fibrose perivascular das

arteriolas miocardicas prejudica a disponibilidade de oxigénio e agrava a isquemia.

Diferenciacao dos fibroblastos em miofibroblatos

Deste modo, a ativacdo de fibroblastos cardiacos e sua diferenciacdo em

miofibroblastos sao consideradas de interesse clinico, devido seu papel central ser
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sintetizar proteinas da MEC (CHIEN KR, 1999) e sua reconhecida contribuicdo na
fibrose e hipertrofia cardiacas.

Especificamente, sabe-se que sob a estimulacdo apropriada, os fibroblastos
relativamente inertes podem adquirir um fendtipo sintético, contratil e expressar
diversos marcadores de células de musculo liso, que nao sao tipicos de fibroblastos
(TOMASEK JJ et al, 2002). Tradicionalmente, os fibroblastos cardiacos respondem a
sobrecarga mecanica diferenciando-se em miofibroblastos, os quais expressam a-
actina de musculo liso (SMA- smooth muscle actin), comumente usada como
marcador molecular de miofibroblatos (LESLIE KO, et al, 1991).

A SMA é uma isoforma de actina restrita normalmente a células musculares
vasculares passa a ser expressa nestes fibroblastos diferenciados, devido ao
processo de cicatrizagdo e em lesdes fibro-contrateis (RONNOV-JESSEN L, e
PETERSEN OW, 1996; GRINNELL F, 1994, SERINI G, e GABBIANI G, 1999).
Contudo, nestes fibroblastos diferenciados (miofibroblastos) ndo s&o expressos
outros marcadores de células de musculo liso (p.ex: cadeias pesadas de miosina do
musculo liso).

Os miofibroblastos sdo descritos como células grandes fusiformes definidas
por nucleo dentilhado, fibras de estresse e por jungcbes célula-matriz descritas como
um complexo especializado transmembrana mecano-perceptivel formado por
microfilamentos contrateis intracelulares e por fibronectina denominado “fibronexus”
in vivo e “adesdes focais super-maduras” (FAS - supermature focal adhesions) in
vitro (EYDEN BP, 1993; HINZ B, 2006). Em cultura, o protomiofibroblasto € um
fendtipo estavel, representando estagio intermediario na maioria das condi¢des in

vivo prossegue em diregao ao "miofibroblasto diferenciado” (HINZ, B et al, 2001).
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Ainda ndo é definido nenhum marcador imunocitoquimico especifico para
miofibroblasto. Conseqlentemente, a caracterizagcdo destas células € baseada em
uma combinacdo de marcadores positivos: as isoformas de actina especializadas na
contragao celular tal como a- SMA e y- SMA; a proteina paladina g4, a glicoproteina
transmembrana podoplanina tipo-mucina, o filamento intermediario- vimentina, a
molécula de adesao célula-célula caderina-11/ caderina OB, a enzima de maturacao
do colageno do tipo 4-prolina-hidroxilase | (P4H). Ainda, ha marcadores negativos: o
marcador de citoqueratina epitelial, o marcador CD14 do mondcito, o marcador
endotelial CD31, o marcador CD34 de fibrécito e a smoothelin-musculin marcador da
célula de musculo liso. Além destes marcadores citoplasmaticos e de membrana, os
miofibroblasto também expressam a integrina a {1, € componentes da MEC, tais
como colagenos (tipo I, Ill e 1V), Metaloproteinases (principalmente as 3 e 9) e
inibidores tissulares de Metaloproteinases- TIMP' s (tissue inhibitor of
metalloproteinase) (De WEVER O, MAREEL M, 2003).

Com a excecgao dos folhetos das valvulas cardiacas, os miofibroblastos nao
sao encontrados normalmente no tecido cardiaco saudavel. Todavia, em lesbes, os
miofibroblastos aparecem no miocardio. Inicialmente pensava-se que o0s
miofibroblastos locais residentes no intersticio e na adventicia fossem os principais
produtores dos componentes da MEC apéds lesao tecidual (KUMAR V, ABBAS AK,
FAUSTO N, 2005), mas atualmente acredita-se que fibroblastos podem ser
derivados de varias fontes (QUAN TE, COWPER SE, BUCALA R, 2006).

Além das células residentes, os miofibroblastos possuem outras trés possiveis
origens. 1) Sao derivados de células epiteliais em um processo denominado de

transicao epitelial-mesenquimal (EMT) (KALLURI R e NEILSON EG, 2003; WILLIS
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BC, DU BOIS RM, BOROK Z, 2006). 2) Mais recentemente, foi sugerido que um
processo semelhante ocorre com células endoteliais, denominado transi¢ao
endotelial-mesenquimais (EndMT), em que mostrou-se que a fibrose cardiaca esta
associada com a emergéncia dos fibroblastos derivados de células endoteliais,
sugerindo a EndMT, similar aos eventos que ocorrem durante a formagao do coxim
atrioventricular no coracao embrionario (ZEISBERG EM. et al, 2007). 3) BUCALA et
al (1994) também identificaram um tipo celular circulante semelhante aos
fibroblastos, o qual é derivado de células-tronco da medula 6ssea. Estes por via
sanguinea de células-tronco mesenquimais progenitores-MSCs (circulanting
mesenchimal stem cells) tém um fendtipo fibroblasto/miofibroblasto (que expressam
CD34, CD45 e colageno tipo |) e agora sdo comumente chamados fibrocitos CD 34"
ou MSCs (BRITTAN M et al, 2002; DIREKZE NC et al, 2003; FORBES SJ et al, 2004,
EBIHARA Y et al, 2006). Finalmente, em alguns tecidos, os fibroblastos residentes
nao sao a unica fonte de miofibroblastos. Por exemplo, no figado fibrético, as células
estreladas residentes parecem ser a fonte primaria de miofibroblastos, embora
células derivadas de medula 6ssea, também possam contribuir (FORBES SJ, 2004;
RUSSO FP et al, 2006).

Qualquer que seja a origem dos miofibroblastos, varios estudos tentam
indicar o papel das varias subpopulacdes de miofibroblastos em doencgas fibro-
proliferativas (PHILLIPS RJ et al, 2004). Sobre este aspecto, estudos recentes
indicam que a producao de fatores de crescimento, quimiocinas e proteinas de fase
aguda, proteinas da MEC e de proteases por estas células é critica para o reparo, a

fibrose e a organogénese tecidual (BROWN e DEJANA E, 2003). A deficiéncia de
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apoptose dos miofibroblastos € sugerida como essencial para dirigir a progressao a
fibrose.

A diferenciacdo para miofibroblastos pode ser promovida por citocinas, tal
qual TGF-B (fator de crescimento de transformagao), o qual modula a expressao de
a-actina em cultura de fibroblastos (DESMOULIERE A et al, 1993), e pela
conformagao do substrato (ARORA PD, NARANI N, e McCULLOCH CA,1999),
sugerindo um papel dos sinais mecanicos na regulacao da expressao de a-actina.

A tensao mecénica também é considerada como um importante fator promotor
da diferenciacao de fibroblastos em cultura em miofibroblastos e a expressao de a-
SMA (TOMASEK JJ, et al, 2002). O sistema de aplicagao de forcas em amplitude e
duracéao precisas permite a analise dos efeitos do estimulo mecéanico em fibroblastos
cardiacos funcionais in vitro. Algumas das repostas induzidas pelas forgas
mecanicas em fibroblastos cardiacos descrevem o aumento de proliferacdo e
aumento da produgéao de colageno (BUTT RP, LAURENT GJ, e BISHOP JE, 1995).

O citoesqueleto dos miofibroblastos pode funcionar como mecanotransdutor,
em que os estimulos mecanicos s&do traduzindo em sinais bioquimicos, o que
envolve vias de tirosina fosfatase e quinases (GIANNONE, G e SHEETZ, MP., 2006).
As vias de sinalizacdo que medeiam esses efeitos induzidos mecanicamente podem
ser identificadas in vitro incluem como, por exemplo: a ERK-Extracellular signal-
regulated protein kinases (OECKLER RA, KAMINSKI PM, e WOLIN MS, 2003;
SADOSHIMA J, 1992), JNK- c-Jun N-terminal kinases (ARORA PD, NARANI N, e
McCULLOCH CA, 1999; LEW AM, GLOGAUER M, e MCULLOCH CA,
1999MACKENNA DA et al, 1998; WANG J, SETH A, e MCCULLOCH CA., 2000), e

p38 quinase- p38 MAP Kinase (D'ADDARIO M, et al, 2002).
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A interferéncia na expresséo de a-SMA inibe a geragao de for¢a e a formacgao
de adesbes focais e fibras de estresse (HINZ B, GABBIANI G, e CHAPONNIER C,
2002). A SMA em miofibroblastos organiza-se nos filamentos de actina, e parte dos
filamentos de SMA se localizam nas adesdes focais. Esta observagdo € muito
importante porque a transmissao das forgas de tensdo envolvidas na indugdo de
genes regulados por estimulos mecanicos requer os filamentos de actina
(KHAITLINA S.Y., 2001), e as adesbes focais sao reconhecidas funcionalmente
como mecano-sensores (MCHUGH KM, CRAWFORD K, LESSARD JL, 1991;
HAUTMANN MB, 1998). Sendo reconhecido o envolvimento dos miofibroblastos no
processo fibrotico, uma possivel abordagem terapéutica para tratamento de uma
variedade de doengas fibréticas seria a interrupgdo do desenvolvimento,
recrutamento e/ou ativacdo dos miofibroblastos (QUAN TE, COWPER SE, BUCALA

R, 2006).

1.2 Quinase de Adesao Focal (FAK)

A Quinase de adesado focal (FAK) é uma importante proteina sinalizadora na
mediacao da sinalizagao celular via integrinas (GUAN et al, 1991; KORNBERG et al,
1992). Também pode ser ativada por receptores tirosinas quinases e por receptores
acoplados a proteina G (EBLE et al, 2000; TORSONI et al, 2003), constituindo assim
um efetor comum a multiplas vias de sinalizagdo. A FAK é um importante mediador
na transdugdo de sinais mecanicos em diferentes células (MOALLI MR, 2001;
MONTIEL M, de la BLANCA EP, e JIMINEZ E, 2005; SHIKATA Y et al , 2005, WANG

JG, et al, 2001 ).
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1.2.1. Estrutura

A FAK é uma tirosina-quinase citoplasmatica, de aproximadamente 1052
aminoacidos, com uma massa molecular aproximado de 125kDa. A estrutura da
FAK é unica dentre as familias de tirosina quinases, sendo dividida em trés
dominios em sua estrutura: o dominio N-terminal, o dominio quinase e o dominio
C-terminal, o que provavelmente permite que a mesma se associe a multilplos
substratos e determine a ativagao de diversas vias de sinalizagao celular (PETIT e

THIERY, 2000). (Figura 02)

Y397 Y576 Y577 Y861 Y925

— " FERM
35 362 411 686 917 1053

Figura 02. Esquema representativo da estrutura linear da FAK, demonstrando os 3
dominios (FERM, KINASE E FAT). Acima representado os residuos de tirosina que
sao fosforilados durante a sua ativagao.

O dominio N-terminal € composto por um dominio FERM, responsavel pela
interagcdo com a extremidade citoplasmatica da subunidade da integrina beta
(SCHALLER et al., 1995), além disso, este dominio também foi relatado regular a
atividade de quinase da FAK através de um mecanismo inibitério intramolecular
(COOPER et al., 2003; LIETHA et al., 2007). Esse dominio € composto por 3 lobos
(F1, F2 e F3). O lobo F1 é responsavel pela interacdo com a proteina supressora

tumoral p53. O lobo F2 foi descrito ser responsavel pela translocacdo para o
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nucleo celular. Ja o lobo F3 do dominio FERM esta relacionado a interagcdo com a

proteina Mdm2 (mouse double minute 2) (Lim et al., 2008).

Ha uma conexdo entre os dominios N-terminal € o dominio quinase
caracterizada por ser uma sequéncia de aminodacidos (linker). Esta sequéncia
contém o residuo de tirosina 397, que é sitio de autofosforilacdo e ativacdo da
FAK e um sitio para a ligagdo da porgdo SH2 da proteina Src (CECCARELLI, et al.,

2006).

O dominio quinase na regiao central correspondente a porg¢ao catalitica da
enzima, apresenta uma alca de ativacdo que contém os residuos de tirosina 576 e

577 (CALALB, et al., 1995).

Ja o dominio C-Terminal, é rico em sitios de interagdo proteina-proteina
(sequéncias ricas em prolina), um sitio de reconhecimento SH3 e uma
extremidade C-terminal conhecida como FAT (Focal Adhesion Targeting)
responsavel pela adesao focal (HILDEBRAND et al., 1993) e pela associagdo com as

proteinas talina (CHEN et al., 1995) e paxilina (HILDEBRAND et al., 1995).

A sinalizagao via FAK requer que esta seja ativada através da autofosforilagao

no residuo de tirosina 397. Essa fosforilagdo em tirosina resulta na formacao de um

sitio de alta afinidade para a por¢dao SH2 da Src e essa associagao favorece a

fosforilagdo em outros residuos de tirosina da FAK (407, 576, 577, 861 e 925),

levando a uma atividade maxima desta enzima (CALALB, et al., 1995). Estudos

recentes utilizando técnicas de espectrometria de massas identificaram 6 novos

sitios de fosforilagdo (148, 347, 441, 503, 850, 1007), cuja fosforiliagdo nao

dependeria da associagdo com a Src (CICCIMARQO et al., 2006).
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O residuo 397 fosforilado constitui um sitio de ligagado para outras proteinas
como a PI3K, participando nas cascatas de sinalizacdo anti-apoptéticas via AKT. Os
residuos de tirosina 576 e 577 se encontram no interior do dominio quinase da FAK e
a fosforilagdo destes sitios estdo envolvidos na regulagdo da atividade enzimatica
(MAA e LEU, 1998). Ja a fosforilacdo da tirosina 925, localizada no dominio C-
terminal da FAK, cria sitios de ligacdo para o dominio SH2 da proteina adaptadora
Grb2. Essa associagao leva a ativacdao de MAP kinases, reguladoras do crescimento
e proliferagédo celular (SCHWARTZ ET AL., 1995; PARSONS, 1996; SCHLAEPFER
ET AL., 1998).

Estudos anteriores demonstraram que estimulos mecanicos em miodcitos
cardiacos induzem um aumento na fosforilagdo e, por conseguinte, na atividade da
FAK. O estiramento aplicado diretamente em midcitos cardiacos de ratos neonatos
provoca a ativagao da FAK (TORsONI et al., 2003). Além disso, a ativagéo da FAK por
estiramento ndo depende da ativacao de fatores paracrinos, o que indica ser a
ativacado da FAK, pelo estiramento, dependente de mecanismo intrinseco do miocito
ligado diretamente ao estimulo mecéanico (TORSONI et al., 2003). Da mesma forma, a
sobrecarga pressorica, induzida pela constriccdo do arco aértico, induz um aumento
na fosforilagdo da FAK (FRANCHINI et al., 2000). Uma vez ativada essa proteina ativa
uma série de proteinas (ERK, JNK, MAP, RhoA/ROCK) envolvidas no processo de
hipertrofia cardiaca (FRANCHINI et al., 2000; DOMINGOS et al., 2002; TORSONI et al.,

2003; FONSECA et al., 2005; TORSONI et al., 2005; NADRUZ et al., 2005).
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Controle da Atividade da FAK

Recentemente, mostrou-se que o dominio FERM tem papel importante na
regulacao de sua atividade e estado de fosforilagdo em células (TOUTANT et al.,
2002). Delegbes da regiao N-terminal da FAK resultam em hiperfosforilagdo da
regidao C-terminal, sugerindo que o dominio FERM exerce influéncia inibitéria no
dominio catalitico da FAK (COHEN e GUAN, 2005). Estudos demonstram que o
dominio FERM interage com o dominio catalitico, sugerindo que esta interagao é
responsavel pela influéncia inibitéria que a regidao N-terminal tem na atividade da
FAK (CooPER et al. 2003). Com base nesses dados, presume-se que, a ativacao da
FAK depende de interagdo com proteinas regulatérias que se ligam a regido amino-
terminal e/ou de modificagdo conformacional intra-molecular que desabilite a
interagao entre os dominios FERM e catalitico (COOPER et al 2003).

Ainda neste contexto, foi proposto anteriormente (TORSONI et al.,, 2003;
FONSECA et al., 2005) que ativacdo da FAK em midcitos cardiacos, pode ser
dependente da interacdo entre o dominio FERM da FAK e a cadeia pesada da
miosina sarcomérica. Os resultados desses estudos demonstraram que FAK e
miosina estdo associadas na banda A sarcomérica em miocitos cardiacos e que a
ativacdo da FAK, por estimulo mecanico, reduz drasticamente essa associagao.
Esses estudos sugerem que a deformagdo da miosina sarcomérica induzida pelo
estiramento, daria inicio ao processo de desbloqueio da autoinibicdo que o dominio
FERM exerce no dominio catalitico da FAK, possibilitando a fosforilagdo e ativagao

do sitio de tirosina 397.
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Estudos anteriores demonstraram que FAK e RhoA estdo associadas em
midcitos cardiacos n&o estirados e que a ativacdo da FAK, por estimulo mecanico é
controlada pela via de sinalizagdo RhoA/ROCK. A ativacdo da Rho aumenta a
fosforilagdo da FAK, por outro lado sua inibigao a diminui (TORSONI et al., 2005).

Estudos demonstram que o nivel de fosforilagdo basal da FAK seja regulado
pela atividade basal da tirosino-fosfatase SHP2 e também que a sustentacdo de
niveis elevados de fosforilagdo da FAK em midcitos cardiacos submetidos a
Além disso, estudos demonstram que a inativacdo da SHP2 é acompanhada por
aumento na fosforilagdo em tirosina e, conseqientemente, ativacdo da FAK, em
células em cultura (Yu et al., 1998). A deplecdo da Shp2 através do uso de
interferéncia por RNA (siRNAghp2), foi acompanhada por um aumento na fosforilagéo
em tirosina da FAK e induziu o desenvolvimento de fenétipo hipertréfico em midcitos

cardiacos nao estirados (MARIN et al., 2008).

1.2.3 Efeitos da Ativagao da FAK no Coragao

A FAK uma vez ativada participa na transdugao de sinal em decorréncia de
estimulo mecéanico. Conforme descrito anteriormente, a fosforilagdo da FAK em
tirosina 397 cria sitio para a interagdo com a Src. Essa interacdo FAK/Src é
importante para a fosforilagao de residuos adicionais de FAK, a associacdo com PI
3-quinase e Grb2, e ativagao das vias de crescimento, mediada pela ERK1/2 e da via
de sobrevivéncia celular mediada pela AKT (FRANCHINI et al. 2000; DOMINGOS et al.

2002).
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A ativagdo da FAK por estiramento em midcitos cardiacos tem papel critico na
regulacdo da re-expressdao de genes do programa fetal induzida por estimulo
mecanico (TORSONI et al., 2003; NADRUz et al., 2005). Existe ampla constatagao
experimental (HOSHIJIMA e CHIEN, 2002) de que a re-expressao do programa génico
fetal é parte essencial para o estabelecimento das modificagdes fenotipicas do
miocardio observadas na hipertrofia e remodelamento cardiacos.

Estudos em animais com delegcdao génica da FAK resultaram em defeitos
mesodermais e letalidade embrionaria, por volta da segunda semana, principalmente
devido a defeitos no desenvolvimento cardiaco (ILIC et al, 1995; FURUTA et al. 1995).
Além disso, animais com delecdo génica condicional para FAK em midcitos
cardiacos apresentaram também, alta letalidade embrionaria com defeitos na parede
ventricular e defeitos no septo ventricular (PENG et al., 2008). Esses dados indicam
que a FAK estaria envolvida em processos essenciais no desenvolvimento do
coragao.

Mais recentemente, a importancia da FAK para as alteragdes fenotipicas do
ventriculo esquerdo, desencadeadas por sobrecarga pressorica, foi demonstrada em
modelo de camundongo com delecdo condicional para FAK em midcitos cardiacos.
Dois trabalhos independentes foram desenvolvidos utilizando o mesmo modelo e
apresentaram fendtipos diferentes. PENG et al., (2006) demonstrou que os animais
com delegao restrita para a FAK apresentaram hipertrofia cardiaca excéntrica,
aumento da fibrose e aumento no tamanho dos midcitos cardiacos. Por outro lado,
DIMICHELE et al (2006), relatou uma atenuacao da hipertrofia cardiaca em resposta a

sobrecarga pressorica.
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Dados do nosso laboratorio, utilizando inibigdo génica da FAK através do uso
de interferéncia por RNA (siRNAfak), impediu a deteriorag&o estrutural e funcional de
ventriculos esquerdos hipertréficos, sugerindo que a ativagdo permanente da FAK no
miocardio pode n&do apenas contribuir para o crescimento hipertréfico, mas também,
para a deterioragdo que resulta, em dultima instdncia, em faléncia cardiaca.
(CLEMENTE et al., 2007). De acordo com esta hipdtese, verificamos também, aumento
na expressao e atividade da FAK paralela ao desenvolvimento de hipertrofia e de
faléncia miocardicas em camundongos submetidos a constricdo da aorta.
Notavelmente, o aumento da expressdao da FAK no miocardio hipertréfico foi
detectado tanto em midcitos cardiacos como no intersticio, coincidindo com as areas
de fibrose. Isto sugere que a participagcdo da FAK na deterioragdo estrutural e
funcional do miocardio hipertréfico inclui sua atividade em fibroblastos além daquela
ja conhecida nos midécitos cardiacos. Também neste estudo, CLEMENTE e cols (2007),
constataram que o silenciamento da FAK no miocardio de camundongos inibe os
aumentos da expressao e da atividade de MMP-2 e MMP-9 induzidos por sobrecarga
pressorica, indicando que a ativagao da FAK contribui para o aumento da expressao
e atividade de MMPs no miocardio hipertréfico. Este dado € concordante com a
hipétese de que a ativagao permanente da FAK contribui para a hipertrofia cardiaca.
E ainda indica que a ativagdo de MMPs por um mecanismo mediado pela FAK,
provavelmente em fibroblastos cardiacos, € um dos fatores determinantes da
progressao do miocardio hipertréfico para o desarranjo estrutural e funcional. A
sinalizagcdo da adesao focal via FAK pode representar outra via central através da
qual, os sinais bioquimicos e biofisicos da MEC, assim como fatores de crescimento

soluveis, sao integrados (THANNICKAL, VJ et al, 2003; GOFFIN, JM; et al, 2006).
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1.3 Metaloproteinases de Matriz

As Metaloproteinases (MMP) tém um papel muito importante na manutengao
apropriada do homeostasia entre a degradacdo e a regeneragdo da substancia
basica dos tecidos. A MMP ¢é uma familia de enzimas capazes de digerir
praticamente todos os componentes da MEC. As MMPs foram primeiramente
descritas por Jermome Gross e Charles Lapiere (1962) os quais observaram a
atividade enzimatica destas: a degradagao da tripla hélice de colageno. Como se
sabe a MEC dos tecidos constitui ndo somente a sustentacédo para as células, mas
também participa na regulagdo do metabolismo celular. Por isto, todo o disturbio no
balanco entre a degradagdo da matriz e a regeneragao é o indicio ao patofisiologia
de diversas patologias.

Situacdes experimentais ou clinicas em que o balanco entre MMPs e TIMPs
favorecem a atividade das MMPs ocorre o aumento da degradagao do colageno, o
que predispde a dilatacdo ventricular (BRADHAM et al., 2002; POLAYAKOVA et al.,
2004). A dilatagao ventricular pode entao precipitar um ciclo vicioso de degeneragao
através de mecanismos que incluem aumento da tensdao na parede ventricular,
ativacao neuro-humoral e estresse oxidativo (CHENG et al., 1995).

Os dados disponiveis indicam ser a ativacdo das MMPs estdo envolvidas,
entre diversos fatores, com a deterioragdo estrutural e funcional do miocardio

hipertréfico que culmina com a faléncia cardiaca.
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1.3.1.Estrutura e fungao

As Metaloproteinases sao endopeptidases contendo zinco, requerem um pH
neutro e Ca™, tém atividade hidrolitica de amplo espectro para as proteinas
extracelulares. As MMPs estdo amplamente distribuidas no organismo humano onde
desempenham uma série de fungdes fisioldgicas como, por exemplo, na cicatrizagao
(WOLF et al, 1992), na reabsorgdo 6ssea (DELAISSE et al, 1992), na involugdo
mamaria (TALHOUK et al, 1992) e em outras fungbes fisiolégicas associadas a
gravidez e parto (JEFFREY, 1991). Recentemente, tem-se demonstrado que as
MMPs também estdo implicadas em processos patoldgicos variados como na artrite
reumatoide (HARRIS, 1990), na enfermidade periodontal (PAGE, 1991), na esclerose
multipla (CHANDLER et al, 1997), em certas alteragbes hematolégicas (GUEDEZ et
al, 1996), diversos tipos de canceres (AHMAD et al, 1998; ALLGAYER et al, 1998;
MURRAY et al, 1996; TALVENSAARI-MATTILA et al, 1998), e em doengas
cardiovasculares (TAMARINA et al, 1997).

A familia das MMPs apresenta mais de 25 espécies. Todas as espécies
apresentam similaridade de estrutura e fungdo. Embora cada membro da familia
MMP seja o produto de um gene, a analise da estrutura protéica revelou quatro
estruturas modulares conservadas (WOESSNER JF JR, NAGASE H, 2000;
HERMAN MP, 2001; NAGASE H, VISSE R, 2006). Basicamente sao compostas por
um sitio catalitico, contendo zinco e calcio, e de um pré-peptideo, ligado a este sitio
catalitico por uma ligacao sulfidrila, o que as mantém em sua forma inativa. O
dominio hemopexina/vitronectina (hemopexin-like) € encontrado em todas as MMPs,
exceto em MMP-7 e, é responsavel pelo reconhecimento e adesdo aos componentes

da MEC (BODE e MASKOS, 2003; BRINCKERHOFF e MATRISIAN, 2002; NAGASE
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e WOESSNER, 1999), o que confere especificidade ao substrato (VISSE R,
NAGASE H., 2003). As sequéncias do peptideo sinal e pro-peptideo constituem o
dominio.NH; —terminal. Ja, o dominio catalitico contém regido vinculativa o zinco
(Zn**) e, é responsavel pela atividade proteolitica (Figura 03).

Para a ativagdo das MMPs € requerida uma sequéncia de eventos
proteoliticos. No estado latente, o dominio catalitico de MMP é ocultado pelo pro-
peptideo mediado por uma interagao cisteina-Zn?* (PARK AJ, et al, 1991; CHEN LC,
NOELKEN ME, NAGASE H, 1993; WILSON CL, MATRISIAN LM. MATRILYSIN,
1998; MORGUNOVA E et al, 1999). As pro-MMPs encontram-se ligadas as proteinas
especificas da MEC e permanecem enzimaticamente quiescentes até o dominio proé-
peptideo ser clivado. Para ativagdo de MMP ocorrer a sequéncia pro-peptideo do
dominio NH.-terminal é clivada, resultando na exposi¢do do sitio vinculativo Zn** do
dominio catalitico.

As MMPs estao presentes na matriz extracelular de varios tecidos, incluindo
miocardio, musculatura lisa vascular, endotélio, entre outros. Sendo as gelatinases A
e B (MMP 2 e MMP 9, respectivamente), as mais associadas a algumas doencas
cardiovasculares (GALLIS e KHATRI, 2002; RAFFETO e KHALIL, 2008).

As gelathases A e B (MMP 2- 72kDa e 9- 92kDa)
tém como principais substratos o colageno tipo IV e gelatinas -colageno denaturado-,
além de componentes da membrana basal, colageno |, V, VII, XIV. Sao distinguidas
pela presengca de um dominio adicional inserida no dominio catalitico a regiao
gelatina-vinculativo. Esta regiao esta posicionada imediatamente antes do motivo de
Zinco vinculativo, e que forma uma unidade separada dobravel que nao perturbar a

estrutura do dominio catalitico e estabiliza o pro-peptideo.
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Estrutura Seral das MMPs

1. MMP 7 & MMP 26
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Figura 03. Esquema da estrutura geral das isoformas da familia da MMPs.

As MMPs podem diferenciar-se em relagdo a localizacao celular, regulagao
transcricional, e principalmente pela especificidade a substratos (VISSE e NAGASE
e, 2003). As gelatinases A e B sao responsaveis pela degradacdo dos componentes
da membrana basal, tais como, colageno tipo IV, V, laminina, além do colageno tipo |

e lll, elastina e da fibronectina, entre outros (NAGASE et al., 2006).
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Estas peptidases sdo sintetizadas e secretadas em uma pro-forma latente
(zimogénios ou pro-MMPs), e a sua atividade depende, na maior parte das vezes, da
ruptura dos seus dominios pro-peptidicos, do sitio ativo da enzima. Algumas
proteases, como a plasmina e MT-MMPs (metaloproteinases de membrana-sao
caracterizadas por um dominio transmembrana que € responsavel pela ancoragem
destas enzimas a membrana plasmatica (NGUYEN et al, 2001; LIENKENS et al,
2001), foram consideradas importantes para este processo de ativagao (BODE e
MAKOS, 2003; BRINCKERHOFF e MATRISIAN, 2002; NAGASE e WOESSNER,
1999).

Em adicdo, também ja descrito, que varios fatores como citocinas,
angiotensina I, fatores de crescimento, estresse de cisalhamento e oxidativo podem
regular a atividade destas MMPs (BOKIS e TRACHUK, 2003; DESCHAMPS e
SPINALE, 2006; PARKS et al, 2002; SPINALE, 2002). Esta regulagéo se da de trés
maneiras: (i) indugdo da expressao génica, (ii) ativacdo de suas pré-formas latentes,
e (iii) inibigdo por TIMPs (inibidores teciduais/tissulares de MMPS).

Fisiologicamente ha um equilibrio entre a ativacdo das MMPs e sua inativagao
pelos TIMPs. Estes inibidores endégenos das MMPs podem ser classificados em
quatro tipos diferentes: TIMP-1, TIMP-2 TIMP-3 e TIMP-4. Essa classificacdo deve-
se a localizagao tecidual, mas principalmente, a especificidade ao(s) substrato(s).
Por exemplo, o TIMP-1 mostra maior seletividade a MMP-9, enquanto o TIMP-2 para
MMP-2 (BODE e MAKOS, 2003; NAGASE et al., 2006).

De modo geral, as MMPs promovem a degradacao de varias proteinas da
MEC, por isso estdo envolvidas ativamente no processo de remodelamento tecidual

(PAGE-McCAW et al.,, 2007). O desequilibrio na regulacdo destas MMPs pode
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resultar em um aumento significativo de suas atividades, o que contribui como ja
citado, para o desenvolvimento e/ou progressao de varias doengas cardiovasculares,
inclusive a hipertensédo (GALLIS e KHATRI, 2002; RAFFETO e KHALIL, 2008).

Em situagbes experimentais ou clinicas em que o balango entre MMPs e
TIMPs favorece a atividade das MMPs, ocorre aumento da degradacao do colageno
0 que predispde a dilatagao ventricular (BRADHAM et al., 2002; POLAYAKOVA et
al.,, 2004). A dilatagdo ventricular pode entdo precipitar um ciclo vicioso de
degeneragao através de mecanismos que incluem aumento da tensdo na parede
ventricular, ativacdo neuro-humoral e o estresse oxidativo (CHENG et al., 1995).

O mecanismo de regulacao da transcricao das MMPs por estimulo mecéanico é
extensamente estudado, todavia ha diversas questbes ainda desconhecidas. Uma
hipotese para isto seria a transdugéo de sinais da MEC para as células. Sabe-se que
a MEC é integrada ao compartimento intracelular através de uma série de proteinas
transmembrana, as integrinas. E provavel, que as mudancas no estresse mecanico
ao que o miocardio esta submetido, deve alterar vias de sinalizagao intracelular
envolvidas na atividade transcricional das MMPs (BURGESS ML et al, 2002;
MACKENNA D, SUMMEROUR SR, VILLARREAL FJ, 2000; RIDLEY AJ et al, 2003;
ROSS RS, 2004; RUWHOF C, VAN DER LAARSE A, 2000; SHEETZ MP,
FELSENFELD DP, e GALBRAITH CG, 1998; TRUTER SL et al., 2004). Os dados
disponiveis indicam que a ativacdo das MMPs €& um dos principais fatores
associados a deterioragao estrutural e funcional do miocardio hipertréfico que
culmina com a faléncia cardiaca.

Apesar de nao existirem ainda dados disponiveis que indiguem a participagao

da FAK no controle de MMPs em fibroblastos, existem evidéncias experimentais que
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indicam a participagdo da FAK no controle da expressdao de MMPs e também do
fendtipo invasivo em células tumorais (HAUCK, CR; HSIA,DA; PUENTE,XS et al,
2002; HSIA,DA; MITRA, SK, HAUCK, CR, et al.; 2003; MITRA, SK; HANSON, DA e
SCHLAEPFER, DD; 2005). Os estudos indicam que a FAK contribui para o controle
da expressdo de MMP-2 através da via /R integrina/FAK/p130°®/ERK1/2 e JNK1.
(HU, B et al, 2006).

Assim realizamos que a FAK tem papel critico na regulacdo da expressao de
metaloproteinases em fibroblastos cardiacos por resposta a estimulos mecanicos.
Tendo a revelancia, configurada na possivel identificacdo de eventos moleculares de
sinalizagdo celular responsaveis pelo controle da expressao e atividade de
metaloproteinases em células do miocardio. Observa-se a contribuicdo para o
entendimento dos mecanismos basicos responsaveis pelas alteragdes estruturais,
verificadas no miocardio hipertrofico e pela deterioracéo estrutural e funcional, cujo
resultado é a insuficiéncia cardiaca. Espera-se que este conhecimento estabeleca as
bases para o desenvolvimento de novas ferramentas farmacoldgicas voltadas para o

controle da hipertrofia e prevencéo da insuficiéncia cardiaca.
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2. OBJETIVOS

Objetivos
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2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da quinase de adesdo focal (FAK) no controle da
expressao e atividade de MMPs em fibroblastos de ratos submetidos a estimulos

mecanicos

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar o efeito do estiramento sobre a proliferacdo e diferenciacao de
fibroblastos cardiacos de ratos neonatos.

2. Avaliar a expressao, atividade e distribuicdo basal e apds estiramento de
MMP-2, MMP-9 em fibroblastos cardiacos de rato mantidos em cultura.

3. Avaliar a expressédo, fosforilagdo em tirosina e distribuicao basal e apos
estiramento de FAK em fibroblastos cardiacos de rato mantidos em cultura.

4. Avaliar o efeito do silenciamento da FAK na expressao e atividade de MMP-2,

MMP-9 em fibroblastos cardiacos de ratos mantidos em cultura.

2.3. Hipétese

A FAK tem papel critico na regulacdo da expressao de metaloproteinases em
fibroblastos cardiacos por resposta a estimulos mecanicos. Tendo a revelancia,
configurada na possivel identificacdo de eventos moleculares de sinalizagao celular
responsaveis pelo controle da expressdo e atividade de MMPs em células do
miocardio. Espera-se que este conhecimento estabeleca o desenvolvimento para o

controle da hipertrofia e prevencéao da insuficiéncia cardiaca.
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3. MATERIAL E METODOS




3.1 Materiais

3.1.1 Anticorpos e Reagentes

Os anticorpos utilizados no presente estudo (anti-FAK, anti-pFAK, anti-GAPDH, anti-
vimentina, anti-desmina, anti- a-sma, anti-BrdU, anti-JNK, rabbit anti-FITC e faloidina
conjugada a rodamina) foram obtidos da empresa Santa Cruz Biotechnology, Inc, ja
os anticorpos anti-MMP 2 e anti-MMP 9 foram adquiridos da Chemicon empresa
Millipore. Reagentes para SDS-PAGE e immunoblotting foram obtidos da Bio-Rad.
Proteina A-Sepharose 6MB, Percoll (densidade 1.131 g/ml), '*I-Protein A e
membranas de nitrocelulose foram obtidos da Amersham Pharmacia Biotech. Meio
de cultura (DMEM) e soro fetal bovino (SFB) foram obtidos da Life Technology.
Colagenase fragdo IV foi obtida da empresa Worthington Biochemical Corp.,
propriedade, NJ. Placas de cultura Bioflex (Flex 1) foram obtidas da empresa Flexcell
International (catalog no. 35-P-1001C, type |). GE Healthcare. PMSF, aprotinina,
ditiothreitol (DTT), Triton X-100, Tween 20, glicerol, soro de albumina bovino (BSA-
fragdo V), pancreatina, tripsina, gelatina, rapamicina e demais reagentes utilizados

foram obtidos da empresa Sigma Chemical CO.

3.1.2 Solugoes e tampoes
-Solugado Basal (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.02% Tween 20)

-Solucéo Corante de Proteinas (45% alcool etilico, 10% acido acético glacial,

0.27% azul de comassie)
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-Solugéo Descorante de Proteinas (5% alcool etilico, 12.5% acido acético glacial)

-Solugéo de Lowry:

Solugéo A: 2% NayCOs; 0.1N NaOH

Solugao B1: 1% CuSOq4

Solucao B2: 2% NaK tartarato

Solugao C: para cada 10 ml de solugéo A, adicionar 100uL de

solugédo B1 e 100uL de solugéo B2.

-Tampdao de extracdo para Western bloting e imunoprecipitado (100mM Tris-

HCL pH 7.4; 100mM pirofosfato de sédio; 10mM EDTA; 100mM fluoreto de
soédio; 10mM ortovanadato de sdédio; 2mM PMSF; 0.2 mg/ml aprotinina, 10%

Triton-X 100)

-Tampao de incubagdo (20 mM Tris HCI pH 7,5; 150mM NaCl; 10ug/ml

aprotinina; 1mM PMSF; 1mM DTT; 1% Trtion X-100)

-Tampao de Laemmli (0.28M Tris-HCI pH 6.8; 30% glicerol; 2.5% SDS; 100mM

DTT; 0.002% azul de bromofenol)

-Tampé&o PBS (0,2M NaH2PO4. 0,2M Nay;HPO4; 0,3M NacCl).
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3.1.3. Animais

Para o presente estudo foram utilizados ratos neonatos da linhagem Wistar
provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP, com 1 a 3 dias de
vida. Estes permaneceram juntamente com a m&e no CEMIB até o dia do
experimento. O uso dos animais no presente estudo foi aprovado e de conhecimento
do Comité de FEtica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (CEEA-IB-UNICAMP), segundo o protocolo

n°1643-1.

3.2 Métodos

3.2.1 - Isolamento de fibroblastos cardiacos de ratos neonatos (FCRN)

Os fibroblastos cardiacos ventriculares provenientes de ratos Wistar neonatos
de 1 a 3 dias de vida, sdo submetidos a digestdo enzimatica conforme descrito por
Nakamura e colaboradores (NAKAMURA et al. 1993) Os neonatos tém seu coragao
extraido da cavidade toraxica e os ventriculos sdo separados dos atrios, reduzidos a
pequenos fragmentos com o auxilio de pinga e tesoura estéreis e transferidos para
uma placa contendo solugdo./tampao ADS 1X estéril (6,8 g NaCl, 4,76 g Hepes,
0,138 g NaH4PQOg4, 1,0 g D-glucose, 0,4 g KCI, 0,195 g MgSO,4 * 7 H4O e agua Milliq
para um volume final de 100 ml), para a aquisicdo de fibroblastos, e também de
cardiomiocitos.O tecido cardiaco € entdo submetido a multiplas digestdes
enzimaticas (5 a 6 digestdes de 20 minutos, cada) a 37 °C usando-se para isso uma

mistura de colagenase tipo Il (80 Mandl U/ml) e pancreatina (0,6 mg/ml) (tamp&o
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ADS 1X, 80 unidades/ml colagenase tipo Il e 0,6 mg/ml pancreatina). A solu¢ao
obtida em cada digestao e, € transferida para um tubo contendo 1,0 ml de soro fetal
bovino (SFB), centrifugada (3000 rpm, 5 minutos, 37° C) e os pellets resultantes séo
ressuspendidos em 1,0 ml de SFB, colocados em placa de cultura e mantidos em
uma atmosfera de 95% de O, e 5% de CO,, a 37° C, até o final da digestdo do
restante do tecido. Ao fim, as células decantam-se, e obtém-se a separagdo das
células aderente das nao-aderentes. Sendo, a por¢cdo aderente caracterizada
exclusivamente por fibroblastos. E retirado o sobrenandante, para subseqiiente
separacgao de cardiomiocitos ventriculares de ratos neonatos através do gradiente de
densidade Percoll.

As placas de cultivo é adicionado meio de plaqueamento (fibroblastos
aderentes) Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO), 10% SFB, U/ml penicilina-estreptomicina. Estas células sdo mantidas por
24-48hs (confluentes ou subconfluentes) cada passagem com solugao de tripsina O,
25%, até a terceira passagem. Neste momento, os fibroblastos séo plaqueados em
uma densidade de 1 x 10° células/cm? em placas com base de silicone pré-cobertas
com colageno tipo | (Bioflex) para estiramento a vacuo biaxial ciclico em Sistema
Flexercell 3000T (Flexercell International, USA) e mantidos em uma atmosfera de
95% de Oz e 5% de CO,. Apds 24 horas, o meio foi trocado por meio de manutengao
(DMEM e 0,5% penicilina-estreptomicina) e os FCRNs s&o entao incubados por um
periodo de 24 horas antes de serem submetidos ou ndo ao estiramento mecanico, ou
qualquer outro ensaio. A pureza dos fibroblastos foi avaliada através de

imunofluorescéncia, usando-se para isso o marcador TRITC-faloidina, para
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cardiomiocitos, para células endoteliais VGEF e vimentina para fibroblastos. As
preparagdes foram montadas e observadas em um microscopio de fluorescéncia.

Toda a manipulagcdo ocorreu em capela de fluxo laminar. O crescimento das
células foi monitorizado diariamente por microscopio invertido de fase, e 0 meio de
cultura trocado de acordo com o metabolismo celular. Apds atingirem a sub-
confluéncia eram sub-cultivadas. Em todos os procedimentos de cultivo foram
observados cuidados para a manutencgao da esterilidade.

Os fibroblastos cardiacos de ratos Wistar neonatos (FCRNs) mantidos em
cultura suplementados com Meio DMEM sobre placas Bioflex. foram cultivadas e
dividas, primeiramente em dois grupamentos: 1) grupo submetido a estiramento,
como estimulo mecanico, em aparelho Flexercell FX-3000 em 60 ciclos/min(1Hz);
10% de alongamento, por periodos variaveis, de uma (1) até 8 horas. Ainda, 2)
FCRNSs controle nao submetidos ao estiramento pulsatil também serado cultivados em
placas Bioflex. . Além disso, ambos os grupos foram tratados ou ndo com siRNA ¥,

Logo foram os grupos experimentais:

1) Cultura fibroblastos cardiacos de ratos Wistar neonatos (FCRNs) néao
submetida a estiramento mecanico e n&o tratada.

2) Cultura fibroblastos cardiacos de ratos Wistar neonatos (FCRNs) néo
submetida a estiramento mecanico e tratada com siRNA A

3) Cultura fibroblastos cardiacos de ratos Wistar neonatos (FCRNs) submetida a
estiramento mecénico e ndo tratada.

4) Cultura fibroblastos cardiacos de ratos Wistar neonatos (FCRNs) submetida a

estiramento mecanico e tratada com si RNA F%
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3.2.2- Anadlise de crescimento celular

Os fibroblastos cardiacos foram plaqueados em triplicata em "wells" em placas
de cultura de 6- "wells" (Corning Sci. Prod. Inc., Acton MA, USA) na concentragéo de
2 x 10° células em meio de cultura DMEM e incubados & 37°C, atmosfera Gimida
contendo 5% CO,. Incubados com DMEM acrescido de 10% soro fetal bovino. Antes
de cada passagem, células em subconfluéncia em intervalos a cada 2 dias, os
grupos referentes a cada dia de cultura foram gentilmente lavados com PBS. Assim
para avaliar o crescimento celular dos FCRNs, os quais sao proliferativos, as células
foram separadas do assoalho da placa de cultura pela adicdo de 1 ml de uma
solugao de tripsina a 0,25% em PBS, com técnica de exclusdo de células nao vitais
coradas por solugdo de azul de Trypan (Sigma Co., EUA), seguindo as
recomendacgdes de Frehney (2001), sendo somente consideradas as células viaveis-
nao coradas por Azul de Trypan. O indice de crescimento celular foi determinado por
contagem da populagao celular em camara de Neubauer/hemocitdmetro. Este ensaio

foi realizado em triplicata, através da mediana de trés contagens independentes.

3.2.3-Avaliacao da proliferagao celular dos FCRNs mantidos em cultura

3.2.3.a Ensaios de incorporacao de BrdU

Os FCRNs foram plaqueados na concentragdo de 2 x 10° células em meio de
cultura DMEM e incubados a 37°C, atmosfera umida contendo 5% CO,. Incubados
com DMEM acrescido de 10% soro fetal bovino. Sob as condigbes de cada

experimento, as culturas fibroblastos cardiacos foram lavadas e mantidas, por 24
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horas prévias de qualquer ensaio, em DMEM livre de soros e antibidticos. Era
acrescido BrdU (10uM), ap6s 4 horas de incorporagédo as células foram lavadas e
fixadas em paraformaldeido 4%. A incorporacdo do BrdU pelas células em
proliferacdo foi avaliada através da técnica de imunofluorescéncia. O indice de
incorporagao foi expresso como porcentagem de células marcadas com BrdU foi
determinado por contagem de 500 células para cada condigdo proposta, e os

resultados indicam a média da contagem.

3.2.4- Estiramento Pulsatil Continuo de Fibroblastos Cardiacos de Ratos
Neonatos (FCRNs)

Apos permanecerem por 24 horas em meio de manutencdo (DMEM
acrescido de anitibiéticos 1%), os fibroblastos cardiacos de ratos Wistar neonatos
(FCRNs) mantidos em cultura sobre placas Bioflex foram estirados em aparelho
Flexercell FX-4000 em 60 ciclos/min; 10% de alongamento, por um periodo variavel
de até 8 horas. Para estes experimentos os FCRNs foram cultivados em placas de
seis wells (25-mm de didmetro) com fundo de silicone elastico (placa BioFlex;
Flexercell Corp, McKeesport, PA). As células foram submetidas a uma deformacéao
mecanica com a Unidade de Estiramento Flexercell 4000 (Flexercell Corp). O
aparelho consiste de uma unidade de vacuo ligada a uma valvula controlada por
computador conforme descrito anteriormente. Quando o vacuo é aplicado as placas,
os wells das placa de cultura sdo deformados de acordo com o grau de deformacao,
que é traduzida para as células em cultura, resultando no alongamento das células.
O vigor dos varios niveis de vacuo na membrana durante estiramento foi calculado

matematicamente. A forca sobre as células acompanha um eixo primario, o que
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implica um grau de alongamento n&do-homogéneo ao longo da membrana. Uma vez
que a periferia sofre um elevado grau de estiramento, enquanto que o centro passa
por um grau relativamente mais baixo de alongamento. Neste conjunto de
experimentos, a membrana flexivel dos wells foram submetidos a deformacao por -
2,0 kPa de vacuo em 60 ciclos / minuto- 1Hz ( 0.5 segundo de alongamento
alternando com 0.5 segundo de relaxamento de agao). Portanto, o comprimento das
células aderentes sobre as placas de silicone elastico foi acrescida uma média de
10% de alongamento, paralelo ao do raio da monocamada celular. Os FCRNs
controle ndo submetidos ao estiramento pulsatil (estiramento mecanico) também
foram cultivados em placas Bioflex e incubados em meio de manutengao por 24

horas. Em seguida, foram submetidos a diversas técnicas.

Fperlarem ™
e

- | o

Imagem do equipamento Flexercell, que controla o estiramento mecanico.
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A [ Tensdo biaxial Células aderidas |

Membrana de silicone \ /
- >

Forga vacuo

Forca vacuo

Base Flexercell

Esquema de aplicagcao de forca de tensdo em cultura de células no equipamento
Flexercell.

3.2.5 - Homogeneizagao e Determinag¢ao do conteudo de proteinas totais

O material extraido conforme descrito nos item 2 foi submetido a
homogeneizagdo em tampao de extragdo (100 mM Trisma base, pH 7.5, 10 mM
EDTA, 100 mM pirofosfato de sédio, 100 mM NaF, 10 mM NasVO,4, 2 mM PMSF
diluido em alcool etilico, 1% Triton X-100 e 0,1 mg/ml aprotinina), a 4 °C, utilizando-
se para a homogeneizagdo dos FCRNs em cultura, o material foi submetido a varias
aspiragbes com seringa de insulina. Os fragmentos celulares foram entdo
centrifugados (15.500 x g, 20 minutos, 4 °C) para remoc¢ao do material insoluvel e o
sobrenadante foi utilizado para o ensaio. Parte deste foi utilizada para determinacao
do conteudo das proteinas totais através do método de Lowry, utilizando
comprimento de onda de 660 nm, enquanto a outra parte foi submetida a

imunoprecipitacao e immunoblotting com anticorpos especificos.
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3.2.6 - Immunoblotting

Apo6s a determinacdo do conteudo de proteinas totais, ao sobrenadante foi
acrescentado tampao de Laemmli contendo 100 mM de DTT, e entdo aquecido por
5-10 minutos. A seguir, quantidades iguais de proteina foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS-PAGE em aparelho de eletroforese BIO-
RAD miniature slab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond,
CA). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana foi realizada em
120 minutos a 120 V em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-RAD. A
ligacao dos anticorpos a membrana foi reduzida por pré-incubagdao da membrana por
120 minutos com tampdo de bloqueio a temperatura ambiente (TA) (5% BSA
dissolvido em solugéo basal). A membrana de nitrocelulose foi incubada, overnight,
com anticorpos especificos diluidos em solugao para anticorpo (3% BSA dissolvido
em solugao basal), e entao, lavada por 15 minutos com solugao basal (150 mM NaCl,
10 mM Trisma base e 0.02% Tween 20). Apds, a membrana foi incubada com 5 uCi
de ['®1] Proteina A (30 pCi/ug) em solugdo de iodo (1% BSA dissolvido em solugao
basal) por 120 minutos a TA e lavada novamente por 15 minutos, como descrito
anteriormente. A proteina A ['?°l] ligada aos anticorpos especificos foi detectada e
quantificada por autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester,
NY). Para isso, o cassete contendo a membrana e o filme foram mantidos a
temperatura de — 80 °C e, apds 12 - 120 horas, o filme foi revelado de maneira
convencional. As bandas identificadas na autoradiografia foram quantificadas nas
suas areas utilizando-se densitometria optica. Para tal, foi utilizado um scanner de
mesa ColorPage HR6X (Genius) e o programa de dominio publico ImagedJ (Image

Processing and Analysis in Java) [ rsb.info.nih.gov/ij/download/.
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3.2.7 -Zimografia

A zimografia € uma técnica eletroforética especifica para detectar atividade
enzimatica. Para tanto, o meio condicionado obtido das amostras de culturas nos
diferentes tratamentos e controles. Segue-se a quantificagdo de proteina por método
de Lowry. O meio foi colocado entdo em tampao de amostra (sample buffer),
contendo 2% de dodecil sulfato de sodio (SDS), 60 mM de Tris pH 6.8, 30% de
glicerol e 0,01% de azul de bromofenol.

As amostras (20ug) foram aplicadas em gel de poliacrilamida 7% e 0,1% de
gelatina. Apds a eletroforese a 20 mA, o gel foi lavado em Tampéao de 10mM de Tris
(pH 8) incluindo 2,5% de Triton X-100, para a remocao do SDS e renaturacédo das
proteinas.Em seguida foi incubado por 15 minutos em solugédo reveladora do gel
(50mM de Tris pH 8.8, 5 mM de CaCl, 0,02% NaN3), e Triton 100-X (2-3 ml) na
mesma solugéo, por temperatura ambiente e depois a 37 °C por 20 horas. Depois de
corar com Comassie Brilliant Blue R-250 overnight e descorado por metanol 40 %, e
acido acético glacial 10%. As metaloproteinases ativas séo identificados como banda
claras de lise (negativas) em fundo azul.

Para comprovar se as bandas realmente se referiam a MMP 2 e MMP 9, um
dos géis sempre era mantido no tampao de incubacdo com 15 mM de ETDA. Este
quelante inibe especificamente as MMPs provocando bandas menos intensas no gel
de gelatina. Um padrao de massa molecular para gel SDS 8-16% (Fermentas Life
Sciences) foi utilizado para determinar a massa aproximada das enzimas. As areas
das bandas de degradagdo enzimatica obtidas também foram comparadas por

densitometria, utilizando o programa de dominio publico Image J (NIH).
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3.2.8 — Analise por microscopia de fluorescéncia

3.2.8.1- Fixagéo e processamento do material

FCRNs em cultura foram lavados em tampao PBS 0,1 M, pH 7,4, por 3 vezes (5
minutos cada lavagem) e fixados com tampao paraformaldeido 4% mais sacarose
4%, durante 15 minutos, a TA. Em seguida, este material foi submetido a reacao de

imunofluorescéncia.

3.2.8.1a. Reagéao de Imunofluorescéncia

Apés lavagem em PBS 0,1 M, pH 7,4, conforme descrito anteriormente, FCRNs
foram incubados com solugdo bloqueadora (0,8% Triton X-100, 3% leite em pd
desnatado, diluido em PBS 0,1 M, pH 7,4), por 1 hora, a TA, a fim de se evitar a
ligacao de proteinas nao-especificas. Em seguida, foram incubados com o anticorpo
primario (anti-FAK, anti-desmina na diluicdo 1:200, anti- MMP2, anti-MMP 9, anti-
vimentina, anti-BrdU, anti-a sma na diluicdo da 1:100 ou anti-KI67 na diluicdo de
1:50) em solugdo de marcagao (1% BSA diluida em PBS 0,1M, pH 7,4), em camara
umida e fechada, overnight, a 4 °C. Os cortes chamados de controle negativo
receberam somente solugdo de marcacdo (sem adicdo de anticorpo). Apds a
incubacdo com o anticorpo primario, as células foram lavadas trés vezes por 5
minutos com PBS 1x. Anticorpos secundarios conjugados com Alexa Fluor 568 ou
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes) foram utilizados. As laminas foram montadas
com o meio de montagem Vectashield com ou sem DAPI. A especificidade do

anticorpo secundario foi testada através de laminas controle positivo e negativo.
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Experimentos controles, com omissdo do anticorpo primario foram realizados para
verificar a especificidade da marcacdo, bem como marcacdo de células nao
transfectadas com anticorpos primarios e secundarios. As imagens foram obtidas

utilizando-se microscopio de fluorescéncia (Leica DM4000).

3.2.9- Sintese de siRNA™" in vitro

Foi utilizado um molde de DNA correspondente a posi¢cao 669 no RNAm do
gene da FAK (AF020777). Como controle foi utilizado siRNA sintetizado a partir de
uma sequéncia irrelevante (GFP), sem homologia com genes de camundongo. A
sintese in vitro do siRNA™X e siRNA® foi realizada sob dominio do promotor da
RNA polimerase Ill T7, utilizando o kit Ampliscribe T7 high vyield transcription
(Epicentre), de acordo com o protocolo do fabricante. Foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etideo, em tampao TAE (40mM
tris-acetato, 2mM EDTA, pH 8,5), 1uL dos RNAs e 1 e 3ug de T7, utilizados como
padrdo para a quantificagdo. As bandas resultantes foram quantificadas por
densitometria optica através do software Scion, e a concentracdo dos RNAs foi
determinada com base no padréo de T7, como mostra o gel representativo da Figura
1. Primers utilizados: FAKG69 fita sense: 5 GCG AAA TCC ATA GCA GGC CAC TAT
AGT GAG TCG TAT TAC C 3 e fita antisense: 5 ACG TGG CCT GCT ATG GAT
TTC TAT AGT GAG TCG TAT TAC C 3’; GFP fita sense: 5 GTG TCT TGT AGT
TCC CGT CTA TAG TGA GTC GTA TTA CC 3’ e fita antisense: 5 ATG ACG GGA
ACT ACA AGA CAC CTA TAG TGA GTC GTA TTA CC 3’; T7: 5 GGT AAT ACG

ACT CAC TAT AG 3.
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lug 3ug FAKs FAKas
T7 T7

Gel representativo da quantificacdo das fitas de RNA. T7= promotor da RNA
polimerase |ll (padrdao de quantificacdo), FAKs = fita de RNA FAK senso, FAK as =
fita de RNA FAK antisenso.

Apds quantificacdo, quantidades iguais, em ng, das fitas sense e antisense
foram incubadas por 5 minutos a 95°C e aneladas por resfriamento lento durante a

noite. O siRNA resultante foi armazenado a -20°C.

3.2.10- Analise morfolégica
Para a analise morfométrica dos FCRNs, nos intervalos e tratamentos
adequados estas células foram fixadas em metanol P.A. por 20 minutos a TA.

Coloracao Hematoxilina-eosina

. hematoxilina de Harris — 1 minuto
. lavagem em agua — 5 minutos
. eosina — 30 segundos
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3.2.11 — Andlise estatistica

Bandas de proteinas obtidas por immunoblotting foram analisadas pelo
programa ImageJ (analise densitométrica). Utilizamos para analise estatistica o teste
t (amostras nao-pareadas) ou ANOVA. A anadlise post hoc foi realizada com
Bonferroni multiple-range test. O valor adotado para p foi de 5% (p<0,05). Os dados

sao apresentados como médiazSEM.
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4. RESULTADOS
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4.1- Caracterizagao da cultura de fibroblastos cardiacos

Os FCRNs de coragdes de ratos neonatos de 1-2 dias de idade, foram cultivados
até a terceira passagem com confluéncia de ~ 80%. As células foram plaqueadas em
membranas flexiveis de silicone. Tipicamente, 98,7% destas células apresentavam-
se positivas para vimentina e negativas para desmina por técnica de
imunofluorescéncia, indicando a predomindncia e pureza desta cultura celular
primaria de fibroblastos cardiacos. (Figura 4A, B).

Os fibroblastos cardiacos apresentam velocidade de crescimento em cultura
média a alta, seguindo as recomendag¢des de Freshney (2001). O indice de
crescimento celular foi determinado por contagem da populacéo celular em camara
de Neubauer/hemocitdmetro. Este ensaio foi realizado em ftriplicata, através da
mediana de trés contagens independentes, a proliferacdo deste tipo celular esta
representada no grafico de curva de crescimento destas células mantidas em cultura
e isoladas de ratos neonatos (Figura 4C).

A coloragdo das células pela técnica convencional de HE e analise em
microscopia de luz demonstrou que os FCRNSs proliferaram em orientagcao paralela
respeitando o espaco que deve normalmente existir entre as membranas celulares, o
que é caracteristico deste tipo celular. E, em condi¢des de confluéncia celular nao foi
observado empilhamento, desorganizacdo na distribuicdo ou morte celular.
Morfologicamente em condi¢gbes de subconfluéncia celular, os fibroblastos também
mantém estas caracteristicas. Os FCRNs exibiram formato fusiforme com nucleo

central e tipicos prolongamentos citoplasmaticos. redugdo no volume celular dos
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fibroblastos em condi¢cées de confluéncia celular é resultado da redugdo no volume

citoplasmatico, e ndo no volume nuclear (Figura 4 D).
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Figura 4. Caracteristicas morfolégicas dos FCRNs mantidos em cultura.
Imagem de microscopia de imunofluorescéncia de fibroblastos cardiacos
controle marcados com DAPI e, com anti-vimentina.(A) e anti-desmina (B).
Grafico da curva de crescimento dos fibroblastos cardiacos por diferentes
periodos em cultura (C). Coloragdo por HE dos FCRNs em diferentes
periodos em cultura (D), aumento de 200X.
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4.2-Efeito do estiramento ciclico na proliferagcao dos FCRNs

Os fibroblastos cardiacos isolados e cultivados foram submetidos, primeiramente
a caracterizacdo deste tipo celular utilizado no presente estudo. Para tanto a

proliferacao e a diferenciagao dos fibroblastos foram avaliadas.

Através da técnica de microscopia de imunofluorescéncia foram empregados os
anticorpos anti-BrdU (1:100) e anti-Ki67 (1:50) para deteccao das células em
proliferagdo. Sendo BrdU incorporado na sintese de DNA das células, com o
tratamento prévio na concentragao final de 10uM por 4 horas. Portanto as células
positivas para anti-BrdU encontram-se na fase S do ciclo celular. Ja o Ki67 por ser
um antigeno nuclear nao-histona que faz parte da estrutura protéica conhecida como
suporte cromossOdmico, e tem sua expressao determinada pelo gene situado no locus
10925 e ocorre no final da fase G1, em S, G2 e M (FONATSCH C, DUCHROW M,
RIEDER MH. et al, 1991). Portanto, ambas as marcag¢des caracterizam células em
proliferagdo. Foram utilizados 4 experimentos distintos e independentes, contando
500 células para cada uma das condi¢gdes propostas, e estes resultados indicam a
média da contagem. (Figura 5). Este resultado caracterizou que a cultura de FCRNs
controle ndo submetidos ao estiramento mecanico possui 27% + 0,86 de células
positivas para BrdU e 31% + 0,84 para Ki67, ambos marcadores de proliferagao
celular, ou seja, cerca de 30% dos FCRNs controle estdo em proliferagdo, mais
especificamente entre as fases G1 a M do ciclo celular. Entretanto, quando os

FCRNS foram submetidos ao protocolo de estimulagdo mecanica por estiramento
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ciclico (10% de alongamento e 1 Hz) por 4 horas continuas, observou-se que 48% +

0,89 das células apresentavam-se positivas para BrdU e 57% £ 0,92 para Ki67.
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Figura 5- Efeito do estiramento ciclico sobre a proliferacao dos FCRNs.

Imagens de microscopia de fluorescéncia anti-BrdU e anti-Ki67 nas
condi¢des: controle e estiradas e grafico representativo da contagem de
células positivas para BrdU e Ki67. Valores percentuais médios (n=4).

* p<0,05, em relagéo ao respectivo controle.
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4.3- Efeito do estiramento ciclico na diferenciagcao dos FCRNs

O estiramento mecanico esta associado a mudangas morfolégicas nas células,
como a hipertrofia celular e a organizacado de fibras de estresse. Os fibroblastos
cardiacos respondem a sobrecarga mecanica diferenciando-se em miofibroblastos,
0s quais expressam a-actina de musculo liso (smooth muscle actin- SMA).

Para determinar os niveis de expressao de a SMA na cultura de FCRNs
controle ou submetidos ao estiramento ciclico por 4 horas continuas foi inicialmente
utilizado a técnica de western blotting. Extratos totais de proteinas das culturas
celulares de fibroblastos cardiacos controles e submetidos a estiramento mecanico
foram separados por eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida. As proteinas
separadas no gel foram transferidas para membranas de nitrocelulose, as quais
foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-mouse contra a a SMA). Conforme a
Figura 6A, representativa dos immunoblotting para a-SMA, nota-se 0 aumento da
expressao de a-SMA, na razdo de aproximadamente 2 vezes, quando comparada as
células controle ndo estiradas com as submetidas ao estiramento ciclico. As
amostras foram normalizadas pelos valores densitométricos de GAPDH.

Ainda na Figura 6B, imagem de microscopia imunocitofluorescéncia
representa a contagem de FCRNs que expressam a-SMA no grupo controle e no
submetido ao estiramento mecanico. Nos controles, verificou-se que cerca de 14%
(13.7% = 1.589) sé&o fibroblastos diferenciados em miofibroblastos. Ja o grupo
submetido a estiramento mecanico mostrou aumento no numero destas células na
cultura de FCRNs quanto comparado ao grupo controle ndo estirado, uma vez que

56% = 1.893 das células foram positivas para a-SMA (Figura 6C).
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Figura 6- Efeito do estiramento ciclico sobre a diferenciacdo dos FCRNSs.

A-Immunoblotting representativo das quantidades totais de a-SMA nos
FCRNs controles e submetidos ao estiramento mecénico. Grafico indica os
valores percentuais médios da quantidade de proteina marcada com a-SMA
normalizada pela quantidade de GAPDH. (n= 4)

B-Imagem de microscopia de fluorescéncia de FCRNs controles marcados
com a-SMA e DAPI. Aumento 100X

C-Imagem de microscopia de fluorescéncia de FCRNs submetidos ao
estiramento mecéanico marcados com a-SMA e DAPI. Aumento 100X

* p< 0,05, em relagao ao controle ndo estirado.

controle

estiramento
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4.4- Expressao e fosforilagido da FAK em FCRNs submetidos a estiramento

ciclico.

Em estudos anteriores do nosso laboratério constatamos que a FAK participa
dos mecanismos envolvidos no crescimento hipertréfico em midcitos cardiacos
isolados, em que é rapidamente ativada pelo estiramento e que, uma vez ativada,
controla a expressao de fatores de transcricdo como o MEF2 e também de genes do
programa hipertréfico como o ANF e da isoforma [1 da miosina cardiaca
(FRANCHINI, 2000; TORSONI et al., 2003; NADRUZ, 2005 e TORSONI, 2005).
Estudos mais recentes do nosso laboratério indicaram que o silenciamento da FAK
no miocardio de camundongos impediu a deterioracao estrutural e funcional de
ventriculos esquerdos hipertroficos, sugerindo que a ativagao permanente da FAK no
miocardio, pode nao apenas contribuir para o crescimento hipertréfico (CLEMENTE
et al.,, 2007) confirmando a importancia da FAK neste processo do miocardio em
resposta a estimulos mecanicos. Notavelmente, indicaram o aumento da expressao
da FAK no miocardio hipertréfico foi detectado tanto em midcitos cardiacos quanto
no intersticio, coincidindo com as areas de fibrose. Isto sugere que a participagao da
FAK no miocardio hipertréfico inclui sua atividade em fibroblastos além daquela ja
conhecida nos midcitos cardiacos.

No presente estudo, os fibroblastos cardiacos de ratos neonatos (FCRNSs)
isolados foram plagueados em placas de silicone (Bioflex, 25mm) e submetidos a
estiramento mecanico, com o aparelho Flexercell FX-3000. Primeiramente, foi

necessaria a padronizagdo dos protocolos para este objetivo. Logo, experimentos
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preliminares com os FCRNSs, sobre qual seria o melhor alongamento, duracdo dos

ensaios e substratos a serem usados.

Padronizacao do estiramento ciclico em FCRNs

Primeiramente as células foram submetidas a estiramentos ciclicos biequiaxial
com 5, 10 e 15% de alongamento por uma hora. Os extratos dos FCRNs dos
diferentes alongamentos foram analisados através de ensaio de Western blot com
anticorpo dirigido para a porcao carboxi-terminal da FAK. O nivel de fosforilacao foi
determinado através de Western blots com anticorpo fosfo-especifico dirigido para a
tirosina 397 da FAK.

A figura 7 mostra os resultados na expressao e fosforilagdo da FAK em
resposta aos diferentes alongamentos propostos. As amostras foram normalizadas
pelos valores densitométricos de GAPDH. Observa-se que, em relagdo ao controle
nao estirado, nos blots da Figura 7, o estimulo mecanico aplicado sobre os FCRNs
em placa de silicone, ndo produziu alteracdes significativas na expressao da FAK. No
entanto, o estiramento ciclico em qualquer um dos alongamentos produziu uma
tendéncia ao aumento de fosforilagdo da FAK em tirosina 397. Entre estes os
resultados notou-se que o alongamento de 10% promoveu maior ativagdo da FAK.
Com base neste resultado, os experimentos com os FCRNs estirados foram

conduzidos com o alongamento de 10%.
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Figura 7 - Ensaio de padronizacdo de alongamento

Exemplos de Immunoblottings representativos das quantidades totais de
FAK e de fosfo-FAK em FCRNs submetidos ao estiramento ciclico com
diferentes alongamentos (5, 10 e, 15 %). Grafico dos valores percentuais
meédios das quantidades de proteina marcada com fosfo-especifico anti-FAK
em tirosina 397 (pFAK) normalizada pela quantidade de FAK em FCRNSs,
controle e submetido ao estiramento ciclico com diferentes alongamentos (5,
10 e, 15 %). Valores percentuais médios (n=4).

* p< 0,05, em relagao ao controle nao estirado.

Padronizacao da duraciao do estiramento

4.4.1 - Estiramento rapido

No presente estudo foram também realizados experimentos que confirmaram
a fosforilagdo da FAK nos fibroblastos cardiacos mantidos em cultura quando
submetidos ao estresse mecanico, configurado pelo estiramento ciclico mimetizando
a sobrecarga mecanica pressorica aguda. Desta forma, foram avaliados os niveis de
expressdo e fosforilagdo da FAK nos FCRNs controle e também nos FCRNS

submetidos ao estiramento ciclico de 10% de alongamento por 15, 30 e 60 minutos.
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As células foram coletadas e seus extratos processados para a realizacdo de
experimentos com a técnica de Western blot com anticorpos anti-FAK e fosfo-
especifico anti- FAK tirosina 397. Para determinar os niveis de expressdo e
fosforilagdo da FAK, os extratos totais obtidos de FCRNs controles e daqueles
submetidos ao estiramento agudo (15, 30 e 60 minutos) foram separados através de
eletroforese em gel de SDS-poliacrilamida e, este gel foi transferido para membranas
de nitrocelulose as quais foram entdo incubadas com anticorpo policlonal contra a
porcao carboxi-terminal da FAK, e com anticorpo fosfo-especifico da FAK.

Conforme demonstrado no grafico da Figura 8, o estimulo mecanico aplicado
sobre os FCRNs em placa de silicone, ndo produziu alteragbes significativas na
expressao da FAK quando as amostras provenientes de células submetidas ao
estiramento foram comparadas ao controle. No entanto, o estiramento ciclico
promoveu uma elevagao da fosforilagdo da FAK em tirosina 397, estes resultados
semelhantes ja haviam sido demonstrados em cardiomiocitos de ventriculo de ratos
neonatos, em trabalhos anteriores de nosso laboratério (TORSONI et al.,, 2003;

TORSONI et al., 2005; NADRUZ et al. 2005).
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Figura 8 - Immunoblotting representativo das quantidades totais de FAK em
FCRNs submetido ao estiramento agudo (15, 30, e 60 minutos). Gréfico e
Immnuobloting representativo da expressado e fosforilagdo de FAK em
FCRNSs, controle e submetido ao estiramento por 15, 30 e 60 minutos.
Valores percentuais médios (n=3). * p< 0,05, em relacdo ao controle nao
estirado.

4.4.2 - Estiramento mecanico prolongado

Foi avaliado também se em intervalos maiores de duragdo do protocolo de
estimulo mecanico a FAK se manteria ativa, sendo observada sua fosforilagdo em
tirosina 397. Para tanto, os FCRNs isolados foram plaqueados em placas de silicone
(Bioflex, 25 mm) e com o aparelho Flexercell FX-3000, com alongamento de 10%,

submetidos ao estiramento mecénico continuo de 2, 4, 6 e 8 horas.
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Os extratos dos FCRNs nas diferentes duracbes de estiramento foram
analisados através de ensaio de Western blot com anticorpo dirigido para a porgao
carboxi-terminal da FAK. O nivel de fosforilacdo foi determinado através de Western
blots com anticorpo fosfo-especifico dirigido para a tirosina 397 da FAK. A Figura 9
mostra que, em FCRNs submetidos ao estiramento ciclico por intervalos
prolongados, ha uma elevacado expressiva da quantidade de FAK reconhecida pelo
anticorpo fosfo-especifico anti-FAK tirosina 397 (pFAK). Contudo, o estimulo
mecanico prolongado ndo promoveu alteracdes significativas na expressao da FAK.
Fica claro que o estiramento ciclico como estimulo mecanico € um bom modelo para

a avaliagao de mecanismo de ativagao da FAK em FCRNs.

pFAK I S S RS S 125 kDa
3—.

pFAK/FAK
unidades arbitrarias

8 (hs)
GAPDH - 37 kDa

Figura 9 - Curso temporal de estiramento prolongado em FCRNs. Exemplos
representativos de immunoblotings realizados com homogenatos de FCRNs
em cultura e anticorpos anti-FAK, anti-pFAK e anti-GAPDH. Grafico dos
valores percentuais médios das quantidades de proteina marcada com fosfo-
especifico anti-FAK em tirosina 397 (pFAK) normalizada pela quantidade de
FAK em FCRNs, controle e submetido ao estiramento ciclico com diferentes
tempos de duragao (2, 4, 6, e 8 horas). Valores percentuais médios (n=4).

* p< 0,05, em relagédo ao controle nao estirado.
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4.5-Distribuicdo da FAK em FCRNs submetidos a estiramento ciclico.

Técnicas de imunocitoquimica permitem localizar proteinas em sitios sub-
celulares. Para a avaliacdo da distribuicdo da FAK no FCRNs apds a submissao ao
estimulo mecéanico, uma vez que ja se notou sua ativagado neste estudo, os FCRNs
controle e submetidos a estiramento ciclico (1Hz/ 60 ciclos/minutos, 10% de
alongamento e 4 horas continuas) foram fixados com paraformaldeido 4% e
marcados com anti-FAK (1:200 policlonal) e anticorpo secundario marcado com
Alexa Green 4gg (verde) e faloidina 1:50 (vermelho). As laminas foram examinadas
em microscopio de fluorescéncia Leica DM4000, com software Leica Application
Suite AF 6000).

A Figura 10, em A, mostra que em fibroblasto controle nao estirado a FAK é
predominantemente localizada nas areas perinuclear e nos lamelipodios. Ja, em
Figura 10 B, pode-se observar que na imagem de microscopia de fluorescéncia de
FCRN estirado que a FAK ocupa principalmente nas extremidades das fibras de

estresse nas regides denominadas sitios de adesao focal super-maduros.
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Faloidina anti-FAK Sobreposicao

Figura 10- Distribuicio da FAK em FCRNs controle e submetido ao
estiramento mecanico. Imagem de microscopia de fluorescéncia, sendo A
controle ndo estirado e B, estirado. FAK marcada verde e faloidina em
vermelho marcando actina do citoesqueleto. Aumento 400X.

Para a determinacdo da distribuicdo da FAK e da a-SMA nos FCRNs
submetidos a estiramento ciclico, as células foram fixadas em paraformaldeido 4%,
seguida de técnica de imunocitoquimica. As células foram marcadas com anticorpo
anti-FAK (1:200) e anticorpo secundario marcado com Alexa Green 455 (verde) e; anti
a-SMA (1:100) e anticorpo secundario marcado com Alexa Red sgs (vermelho). O

resultado deste protocolo permite a definicdo da localizacdo celular de a-SMA e a
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sua relagdo com a FAK. A Figura 11 demonstra a co-localizagdo da FAK com a a-

SMA nos sitios de adesao focal super-maduros.

anti- « SMA anti-FAK

Sobreposigdo

Figura 11-Co-localizacdo da FAK e da a-SMA em FCRN submetido ao
estiramento mecéanico. Imagem de microscopia de fluorescéncia, FAK
marcada em verde e a-SMA em vermelho, areas de co-localizagdo amarelo.
Aumento 400X.

4.6 -Efeito do estiramento mecéanico sobre as Metaloproteinases 2 e 9 (MMP2 e
MMP9)

4.6.1- Avaliacao da expressdo de MMP 2 e 9 nos FCRNs em resposta ao

estimulo mecanico

A MMP-2 (gelatinase A) e a MMP-9 (gelatinase B) sao dois membros da
familia das MMPs as quais degradam componentes da MEC e possuem importante
papel no remodelamento ventricular esquerdo em resposta a sobrecarga
hemodinamica (CREEMERS et al., 2003). Os fibroblastos sdo as principais células

secretoras de MMPs no coracao envolvidas com o processo de fibrose. No presente
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estudo, foi examinado se o estiramento ciclico poderia alterar a expressao e
atividade das MMP2 e MMP9 em fibroblastos cardiacos mantidos em cultura.

A Figura 12 mostra que o estiramento ciclico eleva a expresséo e a atividade
de MMP 2 e MMP 9 em FCRNs mantidos em cultura. As amostras utilizadas na
técnica de western blot eram provenientes do meio de cultura (DMEM, livre de soros
e antibiético), uma vez que as estas gelatinases, principalmente séo secretadas

pelos fibroblastos.
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Figura 12- Avaliacdo da expressao de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em
cultura submetidos ou nédo ao estiramento ciclico por diferentes intervalos.
A-Imunoblotting representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo
especifico para MMP2. Grafico dos valores médios percentuais da
quantidade de proteina marcada com MMP 2 normalizada pela quantidade
de vimentina nos FCRNSs. (N=4)

B-Imunoblotting representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo
especifico para MMP9. Grafico dos valores médios percentuais da
quantidade de proteina marcada com MMP 9 normalizada pela quantidade
de vimentina nos FCRNs. (N=4)

* p<0,05, em relagdo ao controle nao estirado.
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4.6.2- Avaliagcao da atividade de MMP 2 e 9 nos FCRNs em resposta ao estimulo

mecanico

Gross e Nagai (1965) utilizando o método de eletroforese em gel
poliacrilamida relataram uma reagao de colagenase ocorrida em 70 kDa. Este estudo
orientou o desenvolvimento da técnica de zimografia, a qual emprega a combinacao
de um substrato de colageno e eletroforese, para examinar a presenca de enzimas.
Com efeito, enzimas colagenoliticas no miocardio foram descritas, primeiramente,
usando esta técnica zimografica (ARMSTRONG PW et al., 1994; BRILLA CG et al,
1995; CLEUTJENS J P, et al, 1995; GILBERT SJ et al, 1997; GROSS e NAGAI,
1965; TYAGI SC, KUMAR S, GLOVER G, 1995; TYAGI SC, MATSUBARA L,
WEBER KT., 1993; TYAGI SC, RATAJSKA A, WEBER KT, 1993). Enquanto a
primeira enzima proteolitica foi denominada colagenase, tornou-se claro a partir de
estudos posteriores que esta era uma familia de enzimas heterogéneas, que
atualmente sdo denominadas Metaloproteinases - MMPs.

As MMPs estao relacionadas ao processo fibrético e possuem sua expressao
e atividade aumentadas no coragdo em condicdo de estresse mecanico, ja que o
remodelamento € um processo dinamico. Para avaliar a atividade das gelatinases
MMPs 2 e 9 apds o estiramento ciclico dos FCRNs, nos mesmos intervalos de
duracdo em que se apresentou a elevacao da fosforilagcdo da FAK, as amostras de
meio de cultura respectivos foram analisados por técnica de zimografia.

De acordo com a Figura 13, os FCRNs controle ndo estirados nao
demonstram mudancgas significativas na atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9.

Entretanto o estiramento ciclico induziu um aumento de aproximadamente de duas
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(2) ou mais vezes na atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9 ativas/intermediarias.
Nota-se que as bandas com atividade gelatinolitica apresentam-se posi¢coes
diferentes nos zimogramas, isto se deve a clivagem a que foram submetidas na

ocasido da ativagdo dessas enzimas, resultando na variagdo no tamanho molecular.
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Figura 13- Avaliacdo da atividade de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em
cultura submetidos ou nédo ao estiramento ciclico por diferentes intervalos.

A-Zimograma representativo realizado com o meio de cultura de MMP2.
Grafico dos valores médios percentuais da atividade gelatinolitica de MMP 2.
(N=4).
B-Zimograma representativo realizado com o meio de cultura de MMP9.
Grafico dos valores médios percentuais da atividade gelatinolitica de MMP
9.(N=4)

* p<0,05, em relagao ao controle ndo estirado.
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4.6.3 Avaliagao da localizagao da MMPs 2 e 9 e da a-SMA em FCRNs controle e

submetidos a estimulo mecanico

Para a determinacao da distribuicdo das MMPs 2 e 9 e da a-SMA nos FCRNs
submetidos a estiramento ciclico foram fixados em paraformaldeido 4% e marcados
com anti-MMP 2 (1:100) e MMP 9 (1:100) anticorpo secundario marcado com Alexa
Green 4gg (verde) e; anti a-SMA (1:100) e anticorpo secundario marcado com Alexa
Red 565 (vermelho). O resultado deste protocolo permite a definigdo da localizagao
sub-celular de MMP 2 e MMP 9 e a sua relagcdo com a a-SMA, o nucleo marcado
com DAPI. Na Figura 14, estdo representadas dupla-marcacdo, ou seja, as
localizagdes simultdneas das MMP 2 e MMP 9 com a a-SMA nos FCRNs controle (A
e C) e submetidos a estiramento (1Hz/ 60ciclos/min, 10% de alongamento, por 4

horas continuas) em B e D.
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Figura 14-Distribuicdo das MMP2 e MMP9 e da ao-SMA em FCRNs
submetido ou ndo ao estiramento mecénico Imagens de microscopia de
fluorescéncia, em que .A e B, FCRNs controle marcado anti-MMP2 e anti-
MMP9 respectivamente. C e D, FCRNs,submentidos a estiramento ciclico
marcados com anti-MMP2 e anti-MMP9, respectivamente., MMPs 2 e 9
marcadas em verde e a-SMA em vermelho, nucleo com DAPI. Aumento
400X.

4.7- Silenciamento génico da FAK nos FCRNs mantidos em cultura por iRNA

A interferéncia por RNA (RNAIi) é uma técnica de silenciamento génico, em
que ha inibicado da expressdao génica na fase de traducdo ou por dificultar a
transcricdo de genes especificos. Primeiramente descrita por TUSCHL (2001), esta

técnica tem sido amplamente aplicada para explorar a fungcéo de gene de mamiferos,
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bem como uma ferramenta de terapia genética (BUTTICAZ C et al, 2003; DING H et
al, 2003; GILADI H ET AL, 2003; PAN D et al., 2005; WU Y et al, 2005).

A interferéncia por RNA (iRNA) implica na introducao de uma fita dupla de
RNA na célula e tem sido usada como ferramenta eficiente para a determinacao da
funcdo génica. Esta técnica induz a diminuicdo da expressdo pos-transcrional de
maneira especifica e, em alguns casos, a niveis nao detectaveis (THUSCHL e
BORKHARDT, 2002; DYKXHOORN et al., 2003; PEDERSON, 2003). Foram
realizados experimentos de padronizagao do modelo de interferéncia por RNA para o
silenciamento génico da FAK em FCRNs. Para isso, experimentos preliminares com
os fibroblastos em cultura foram realizados para a avaliagdo da eficiéncia do

silenciamento em resposta a diferentes doses de siRNA.

4.7.1. Ensaio dose-resposta

Ensaios do tipo dose-resposta foram realizados para estimar a dose adequada
de siRNAgak capaz de silenciar eficientemente a FAK nos FCRNS. Para tanto, os
fibroblastos cardiacos em cultura foram tratados/transfectados com 10 e/ou 40 nM
siRNArak complexado com 30 pl de lipofectamina (Lipofectamina 2000, Life
Technologies). Este método de transfeccdo é mediado por lipossomo. Os
procedimentos foram realizados de acordo com as especificagdes do fabricante. As
células foram incubadas com o meio de transfecgao por 24 horas a 37°C, atmosfera
de 95% de ar e 5% de CO, Entdo os FCRNS foram extraidos e as amostras
analisadas por Western Blot, utilizando anticorpo especifico anti-FAK. A Figura 15

mostra os resultados de dose resposta de siRNArak no silenciamento da génico da
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FAK. As amostras foram normalizadas pelos valores densitométricos de GAPDH.
Observa-se que em relagdo aos FCRNSs controles, o grupo tratado com concentragéo
de 10nM de siRNAgrak apresentou silenciamento da FAK de 45% , enquanto o grupo
transfectado com 40nM de siRNAgak mostrou 67% de silenciamento da FAK. Com
base nestes dados, os experimentos com os FCRNs foram conduzidos com a dose

de 40nM de siRNAgak e 30 ul de lipofectamina em 3 ml de meio de transfeccéao.

GAPDH = sessss Sests =—— 37 kDa

1.257
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0.507

0.251
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Figura 15- Avaliacdo da expressdo de FAK em ensaio de dose resposta
para siRNArak nos FCRNs mantidos em cultura. Exemplos representativos
de immunoblotings realizados com homogenatos de FCRNs em cultura e
anticorpos anti-FAK e anti-GAPDH. Grafico dos valores percentuais médios
das quantidades de proteina marcada com anti-FAK normalizada pela
quantidade de GAPDH em FCRNSs, controle, lipofectamina e, transfectado
com 10 e 40 nM de siRNAgak . Valores percentuais médios (n=4). * p<0,05,
em relagao ao controle e a lipofectamina.
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4.7.2- Especificidade da transfec¢cao com siRNAgak

Para analisar a especificidade do siRNAgak , também foi avaliada uma
sequéncia irrelevante de GFP. Neste caso foi utilizado um siRNA com sequéncia
complementar a nenhuma proteina expressa nas células de mamiferos. A mesma
dose de 40 nM para ambos siRNAs e 30 pl de lipofectamina, seguindo as instrugdes
do fabricante. Este dose foi escolhida por apresentar maior efeito de silenciamento,
no teste de dose-resposta, do item anterior. Os FCRNs foram incubados com o meio
de transfecg¢ao por 24 horas a 37°C, atmosfera de 95% de ar e 5% de CO, Entao os
FCRNS foram extraidos e as amostras analisadas por Western Blot, utilizando
anticorpo especifico anti-FAK. A Figura 16 indica os resultados do silenciamento
génico da FAK pelo siRNAfak 0 que ndo se repete no grupo transfectado com o
siRNAgep, demonstrado que a sequéncia desenhada para o siRNAfax € especifica e
funcional. As amostras foram normalizadas pelos valores densitométricos de
GAPDH. A informacgao obtida neste ensaio permite mostrar que o silenciamento
génico da FAK por siRNAgak ocorre de maneira sequéncia-especifica e ndo apenas

por incorporacao/absorcao celular de um siRNA.
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Figura 16- Avaliacdo da expressdo de FAK em ensaio de especificidade do
siRNArak nos FCRNs mantidos em cultura. Exemplos representativos de
immunoblotings realizados com homogenatos de FCRNs em cultura e
anticorpos anti-FAK e anti-GAPDH. Grafico dos valores percentuais médios
das quantidades de proteina marcada com anti-FAK normalizada pela
quantidade de GAPDH em FCRNSs, controle, lipofectamina e, transfectado
com 40 nM de siRNAgrp € sSiRNAgak. Valores percentuais médios (n=4).

* p<0,05, em relagao ao siRNAgrp.

4.8- Efeito do silenciamento génico da FAK em FCRNs submetidos ao estimulo

mecanico

A FAK é importante para o crescimento hipertréfico do miocardio em resposta
a estimulos mecanicos. O estiramento ciclico aumenta a fosforilagdo da FAK nos
residuos tirosina 576 e 577 em adigao a fosforilagao de tirosina 397. Em outra via, a
técnica de iIRNA para o silenciamento génico da FAK mostrou-se especifica,

entretanto ndo se conhece a sua eficiéncia. Para avaliar isto, os FCRNS foram
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tratados com siRNAfrak € siRNAgrp (40nM) por 24 horas e apos este periodo foram
submetidos ou ndo ao estiramento ciclico. Subsequente foi analisado o quanto
robusto é o sileciamento da FAK e se ele realmente permenace mesmo apdés
estimulagdo por reconhecido ativador como a estimulo mecénico desta via de
sinalizagao.

Na Figura 17, sdo apresentados os resultados de western blot. As amostras
foram normalizadas pelos valores desintométricos de GAPDH. O estiramento
mecanico induziu o aumento da expressdao em 42%, da pFAK no grupo siRNAGggp
quando submetido ao estiramento ciclico bi-equiaxial em relagdo os grupo controle
nao estirado. A transfecgdo com o siRNAfak por 24horas em cultura de FCRNs e
adicionalmente, submetidos ao estiramento mecanico, foi capaz de reduzir a
expressdo de pFAK nestas células em cerca de 32%. Os niveis de expressao da

pFAK foram similares aos demais grupos.
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Figura 17- Avaliacdo do silenciamento do gene da FAK nos FCRNS tratados
com siRNAgak anterior ao estiramento ciclico. Exemplos representativos de
immunoblotings com homogenatos de FCRNs anti-pFAK e anti-GAPDH.
Grafico dos valores percentuais médios de proteinas marcada com anti-
pFAK normalizada pela quantidade de GAPDH .(n=4).

* p<0,05, em relagéo ao controle e a lipofectamina, e # p<0,05, em relagédo
ao estiramento de 4 hs nao transfectado com siRNAgak.

4.9- Avaliagao da proliferacao de FCRNSs silenciados para FAK por iRNA

Através da técnica de microscopia de imunofluorescéncia foram empregados
os anticorpo anti-Ki67 (1:50) para deteccao das células em proliferagdo. A marcagao
positiva caracteriza células em proliferacdo. Foram utilizados 4 experimentos

distintos e independentes, contando 500 células para cada uma das condi¢des
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propostas, e estes resultados indicam a média da contagem. (Figura 18). Este
resultado caracterizou que a cultura de FCRNs controle ndo submetidos ao
estiramento mecanico possui 31% + 0,84 células positivas para Ki67, FCRNs
controle estdo em proliferagdo, mais especificamente entre as fases G1 a M do ciclo
celular. Entretanto, quando os FCRNS foram submetidos ao protocolo de
estimulagdo mecanica por estiramento ciclico (10% de alongamento e 1 Hz) por 4
horas continuas, observou-se que 57% + 0,92 células apresentavam-se positivas
para Ki67. O tratamento com siRNAgak reduziu o niumero de FCRNSs proliferativos
para aproximadamente 9%z 1,18. E quando submetido a estiramento ciclico de 4 hs
observou que 34%t 1,09 eram positivas para Ki67. A Figura 18 demonstra
graficamente em barras o que nota-se significativamente estatiticamente diferencas

entre as deferidao condigdes.

Resultados

&9



100 i
g Ki67
O 754
=
D
(@]

O 50

(7p)

@©

-

DO _|

3 25
O=

Figura 18- Efeito do silenciamento génico da FAK sobre a proliferagdo dos
FCRNSs. Grafico representativo da contagem de células positivas para Ki67.
Valores percentuais médios (n=4). * p<0,05, em relacdo ao respectivo
controle, e #, em relagédo a condigado estiramento.

4.10- Avaliacao da diferenciagdao de FCRNs silenciados para FAK por iRNA

A diferenciagdo de miofibroblasto por TGF-B1 é dependente da sinalizacao
mediada através da FAK (THANNICKAL VJ et al, 2003). A fibrose miocardica € um
dos mais importantes mecanismos envolvidos na HVE, resultante da mudanca
fenotipica de fibroblasto cardiaco para miofibroblasto. A proliferacao e a estimulagao

dos miofibroblastos aumentam a producao de proteinas da matriz extracelular, como
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fibronectina, laminina e colageno tipo | e lll, resultando em fibrose progressiva. A
fibrose cardiaca € um dos principais determinantes do remodelamento miocardico
responsavel pela progressdo para a disfungao sistolica do VE por diminuicdo da
contratilidade do miécito e piora da oxigenagao e do metabolismo.

Para determinar se a FAK desempenha papel na regulacao da diferenciagao
dos fibroblastos em miofibroblastos, o estiramento ciclico e o silenciamento génico
da FAK por siRNA foram avaliados, por western blot e imunofluoréscencia. Para
investigar esta possibilidade, as células foram tratadas com um siRNA direcionado
para FAK ou um siRNA orientado para uma sequéncia irrelevante- controle .

Como ilustrado na Figura 19, a expressdo de a-SMA aumenta em FCRNS
submetidos a estiramento ciclico cerca de 100%. Todavia, quanto transfectados com
0 siRNAgxk verificou-se a reducao de aproxidamente 60% na expressdo de a-SMA.
Ainda, nota-se os FCRNs que foram previamente tratados com o siRNAfak 40nM) e
submetidos ao estiramento ciclico demonstrarou-se uma reducéo da expresséao de o-
SMA por volta de 20% em relagdo ao controle. GAPDH foi utilizado como controle

interno.
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Figura 19- Avaliagdo da diferenciagdo de FCRNs silenciados para FAK por
iRNA.

A-Exemplos representativos de immunoblotings com homogenatos de
FCRNs anti-a-SMA e anti-GAPDH. Grafico dos valores percentuais médios
de proteinas marcada com anti-a-SMA normalizada pela quantidade de
GAPDH .(n=4). * p<0,05, em relagéo ao controle, e # p<0,05, em relagéo ao
estiramento de 4 hs nao transfectado com siRNAgak.

B- Distribuicdo de a-SMA em FCRNSs transfectados com siRNAgak.Imagem
de microscopia de fluorescéncia, 100x aumento. Imagem de microscopia de
fluorescéncia, a-SMA em vermelho, nucleo com DAPI. Aumento 100X

C- Distribuigdo de a-SMA em FCRNs transfectados com siRNAgak €
submetidos ao estiramento mecénico. Imagem de microscopia de
fluorescéncia, a-SMA em vermelho, nucleo com DAPI. Aumento 100X.
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4.11- Avaliagcao do efeito do silenciamento génico da FAK por iRNA na

expressao, atividade e distribuicao das MMPs 2 e 9 em FCRNs.

Os fibroblastos sao as principais células secretoras de MMPs e envolvidas na
fiborose. CLEMENTE e colaboradores (2007) demonstraram que o silenciamento da
FAK atenua o aumento da fibrose, o conteudo de colageno, e a atividade de
metaloproteinase matriz 2 de fibroblastos isolados de VE submetidos a sobrecarga

hemodinamica por coarctacédo da aorta.

4.11.1 Avaliacao do efeito do silenciamento génico da FAK por iRNA na

expressao de MMPs 2e 9

Para assim verificar se a FAK atua na regulagao da expressao de MMP 2 e 9,
apos o silenciamento dos FCRNs mantido em cultura, foram entdo extraidos para
analise por técnica de western blot., utilizando anticorpos especificos para MMP 2 e
MMP 9. As amostras foram normalizadas pelos valores densitométricos de
vimentina.

Na Figura 20, observa-se que os homogenatos dos FCRNs tratados com
siRNArak apresentou uma pequena redugdo na expressao de (28%) MMP 2 e de
(23%) MMP 9. Quando submetidos ao silenciamento e posteriormente submetidos ao
estiramento mecanico, praticamente a expressao de ambas gelatinases retornaram
aos niveis basais, proximo aos do controle, mas significativamente menores quando

comparado aos FCRNs estirados.
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Figura 20- Avaliacdo da expressdo de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em
cultura submetido ou néo a transfecgéo de SiRNAgak 40nM).

A-Imunoblotting representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo
especifico para MMP2. Grafico dos valores médios percentuais da
quantidade de proteina marcada com MMP 2 normalizada pela quantidade
de vimentina nos FCRNs. (N=4).

B-Imunoblotting representativo realizado com o meio de cultura e anticorpo
especifico para MMP9. Grafico dos valores médios percentuais da
quantidade de proteina marcada com MMP 9 normalizada pela quantidade
de vimentina nos FCRNs. (N=4).

* p<0,05, em relagdo ao controle, e # p<0,05, em relagdo ao FCRN
estiramento de 4 hs nao transfectado com siRNAFAK.

92 kDa

54 kDa

4.11.2 Avaliagdo do efeito do silenciamento génico da FAK por iRNA na

atividade de MMPs 2 e 9 em FCRNs

Para avaliar a atividade das gelatinases, MMPs 2 e 9, apdés o

silenciamento génico da FAK nos FCRNs, as amostras de meio de cultura

respectivos foram analisados por técnica de zimografia.

De acordo com a Figura 21, os FCRNs controle ndo estirados né&o

demonstram mudancas significativas na atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9. O
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estiramento ciclico induziu um aumento na razdo de duas ( 2) ou mais vezes na
atividade gelatinolitica das MMPs 2 e 9 intermediarias, as quais tém variagcdo no
tamanho molecular devido a clivagem submetida na ocasido da ativagdo dessas
enzimas. Verifica-se também que ha uma variagcdo desta atividade dependente do
intervalo de estiramento e da gelatinase avaliada, sendo a duracdo de 4 horas de

estiramento aquela em que ambas tém sua atividade aumentada em mesma

proporgao.
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Figura 21- Avaliacdo da atividade de MMP 2 e 9 nos FCRNs mantidos em
cultura submetido ou néo a transfecgéo de SiRNAgak 40nM).

A-Zimograma representativo realizado com o meio de cultura de MMP2.
Grafico dos valores médios percentuais da atividade gelatinolitica de MMP 2.
(N=4)

B-Zimograma representativo realizado com o meio de cultura de MMP9.
Grafico dos valores médios percentuais da atividade gelatinolitica de MMP
9.(N=4)

* p<0,05, em relagdo ao controle, e # p<0,05, em relagdo ao FCRN
estiramento de 4 hs nao transfectado com siRNAFAK.
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4.11.3 Avaliacao do efeito do silenciamento génico da FAK por iRNA na
distribuicao de MMPs 2 e 9 em FCRNs

A distribuicdo das MMPs 2 e 9 e da a-SMA nos FCRNs submetidos ao
silenciamento génico da FAK foi avaliado por imunofluorescéncia. Sendo assim as
células apdés 24 horas de transfeccdo com siRNAgak. foram fixados em
paraformaldeido 4% e marcados com anti-MMP 2 (1:100) e MMP 9 (1:100) anticorpo
secundario marcado com Alexa Green 4gg (verde) e; anti a-SMA (1:100) e anticorpo
secundario marcado com Alexa Red ses (vermelho). O resultado deste protocolo
permite a definicdo da localizacdo sub-celular de MMP 2 e MMP 9 e a sua relacao
com a a-SMA, o nucleo marcado com DAPI. Na Figura 22, estdo representadasa
dupla-marcacgéo, ou seja, as localizagdes simultaneas das MMP 2 e MMP 9 com a a-
SMA nos FCRNs controle (A e C) e transfectados com siRNAfak (40 nM, 24horas)

em B e D.
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Figura 22-Distribuicdo das MMP2 e MMP9 e da ao-SMA em FCRNs
submetido ou ndo a transfeccdo de SiRNArak 40nM). Imagens de
microscopia de fluorescéncia, MMPs 2 e 9 marcadas em verde e a-SMA em
vermelho, nucleo com DAPI. Aumento 400X.

4.12-Complexo mTOR medeia os efeitos da FAK na ativagao de fibroblastos

induzida por estiramento mecanico.

Complexos AKT e mTOR tém sido relacionados aos efeitos da FAK em
diversos tipos de células (DEL RE DP, MIYAMOTO S, e BROWN JH., 2008; GAYER
CP, et al, 2009.). Para avaliar a importancia dessa via nos efeitos da FAK em FCRNs
estirados na diferenciacdo e proliferagdo, que inicialmente foi examinado pela

ativacao dos complexos AKT e mTOR, através da analise do estado de fosforilagao
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da AKT, TSC-2 e S6K . Como mostrado na fig. 22, o estiramento ciclico aumentou a
quantidade de AKT Ser473, TSC-2 Thr1462, e S6K Thr389 fosforiladas (Figura 23).
A deplegdo da FAK por siRNA cancelou a fosforilagdo da AKT, TSC-2 e S6K
promovida pelo estiramento ciclico. A expressao da proteina mTOR naoapresentou

alteragdo em nao estirados e/ou em de células alongadas depletadas de FAK.

Estiramento - + - +

siFAK - - + +

IB: AKT

IB: pAKT

IB:TSC

IB: pTSC

IB: mTOR

IB: S6K

IB: pS6K

Figura 23. Estiramento ciclico aumenta a fosforilagdo de AKT Ser473, TSC2
Thr1462, and S6K Thr389, e a deplecdo da FAK por técnica de siRNA
diminui a fosforilagdo de AKT Ser473, TSC2 Thr1462, e S6K Thr389 em
FCRNSs estirados e ndo estirados. O siRNAgrr N30 alterou a expressio e a
fosforilagdo destas proteinas. Os immunoblottings correspondem a pool de
amostras de 3 culturas de FCRNS.
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4.13. Tratamento de rapamicina, inibidor de mTOR, atena a diferenciagao e a

proliferagcao de FCRNs.

Para confirmar a importancia desta via mTOR nas alteragdes induzidas pelo
estiramento mecénico em FCRNs, as células foram tratadas com o inibidor
farmacolégico da mTOR, a rapamicina.

A rapamicina atua na tradug¢ao global de proteinas, visto que dois dos alvos
conhecidos da rapamicina - o elF-4E e a p70S6K - promovem a traducao protéica -
através da facilitacdo do inicio deste processo - especialmente no caso de mRNAs
com estruturas secundarias complexas na regiao 5' nao traduzida (5’ untranslated
region - 5'UTR) - promovendo a biogénese dos ribossomos. Ao formar-se o complexo
rapamicina-FKBP12, ocorre a inibicdo da atividade do Alvo da Rapamicina em
Mamiferos (Mammalian Target of Rapamycin - mTOR), que pertence a familia dos
fosfatidil-inositol quinases (PI3K), que também possui atividade de serina-treonina
proteina quinase. A mTOR participa da ativagdo da p70S6K e, consequentemente,
da biogénese de ribossomos, através da fosforilagdo da subunidade ribossomal S6,
assim como promove a tradugdo de mensagens que contém uma sequéncia de 7 a
14 pirimidinas justaposta a metionina. De maneira mais direta, a mTOR fosforila a
proteina inibidora da iniciagao de traducao protéica 4E-BP1/PHAS-1, impedindo que
este iniba o inicio da tradugao protéica através do acoplamento com a extremidade
CAP dos mRNAs. Como mostrado na Figura 24, a rapamicina inibe a proliferagao e
diferenciacao de FCRNs basal, bem como na resposta ao alongamento ciclico como
avaliado pela quantidade de células coradas positivamente para Ki-67 e a-SMA,

respectivamente.
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Figura 24- Efeito do tratamento farmacolégico com rapamicina sobre a
proliferagéo e a diferenciagdo dos FCRNs.

Imagens de microscopia de fluorescéncia anti-Ki67e anti-[1 SMA, nas
condi¢gdes: controle e estiradas e tratados com rapamicina e grafico
representativo da contagem de células positivas para Ki67 e -[1 SMA.
Valores percentuais médios (n=4).

* p<0,05, em relagdo ao respectivo controle, #, em relagdo ao estiramento.
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5 - DISCUSSAO

iscussao



No presente estudo avaliamos o papel da FAK na regulagdo da diferenciagcado
celular e ativagdo das Metaloproteinases de Matriz 2 e 9, em fibroblastos cardiacos
de ratos neonatos, induzidas por estiramento mecanico. Para tanto, realizamos
experimentos com cultura primaria de fibroblastos cardiacos de ratos neonatos
(FCRNs) em terceria passagem (6-8 dias em cultura). Nesta cultura predominavam
células positivas para vimentina (98,7%), sendo que cerca de 30% das células
encontravam-se em proliferagao (avaliada por incorporagéo de BrdU e identificagao
imunocitofluorescéncia e Ki67) e 14% de células diferenciadas em miofibroblastos (a-
SMA positivas). Demonstramos que: 1) o estiramento ciclico mantido por 4 horas
promoveu o aumento marcante da proliferacéo e da diferenciacéo celular de FCRNs
em miofibroblasto; 2) o estiramento induziu a fosforilagdo da FAK em tirosina 397 nos
FCRNs; 3) a expressao e a atividade das MMPs 2 e 9 foram aumentadas pelo
estiramento ciclico; 4) o silenciamento génico da FAK em FCRNS atenuou a
diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos, e reprimiu o aumento da
expressao e atividade das MMPs 2 e 9 induzidas pelo estiramento. Em conjunto, os
dados do presente estudo indicam que a ativacdo da FAK induzida pelo estiramento
tem papel critico na ativacdo de FCRNs estimulados mecanicamente. Este
mecanismo pode ser relevante para a patogénese da fibrose miocardica que
acompanha doencgas cardiacas.

O modelo experimental in vitro da cultura primaria de fibroblastos cardiacos
(FCRNs) foi escolhido por excluir os efeitos, tanto paracrinos quanto mecanicos,
decorrentes da interacédo dos fibroblastos com os cardiomiécitos e demais células no
miocardio. Ademais, os ensaios in vitro mostram-se vantajosos em relagdo aos

testes in vivo, uma vez que fornecem melhor controle sobre as condicdes
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experimentais, permitindo reprodutibilidade dos ensaios e dos resultados, diminuigao
dos custos efetivos e redugcdo do uso de animais de experimentagdo (CHU, 1995).
Dentro deste contexto, é importante ressaltar que para exclugdo da influéncia de
alguns fatores/variaveis, todos os experimentos foram executados com células de
cultura primaria em terceira passagem, com numero fixo de células e na auséncia de
Soro.

A caracterizagao da cultura de FCRNs deu-se pela avaliagdo de marcadores
citoplasmaticos deste tipo celular: vimentina e desmina. Os fibroblastos sao células
do tecido conjuntivo de origem mesenquimal e, por isto expressam a proteina
vimentina, como filamento intermédiario. (FUCHS E. e WEBER K, 1994; GOLDMAN
R. et al., 1996). Por este motivo, esta proteina foi utilizada como marcador positivo para
distinguir a prevaléncia deste tipo celular nas culturas utilizadas no estudo. De fato,
quase a totalidade das células em cultura era marcada positivamente para vimentina.
Outra estratégia empregada para a caracterizagao da cultura foi a marcacao negativa
para a proteina desmina, a qual é especifica dos filamentos intermediarios de células
musculares lisas e estriadas (BAR, H; et al, 2004). Verificou-se a completa
negatividade para desmina, nos FCRNS de terceira passagem. Portanto nossos
resultados sobre a caracterizagao dos FCRNS isolados indicam que a cultura era

constituida predominantemente por fibroblastos e nao por outro tipo celular.

No presente estudo também caracterizou-se o estado de proliferacdo e de
diferenciagcao das células em cultura em condi¢cdo basal. A proliferacao celular foi
detectada através da técnica de microscopia de imunofluorescéncia, em que foram
empregados os anticorpos anti-BrdU e anti-Ki67, reconhecidos marcadores de

proliferagao celular (FONATSCH C, DUCHROW M, RIEDER MH. et al, 1991). O Ki67
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é codificado pelo gene situado no locus 10925 e expresso no nucleo no final da fase
G1, em S, G2 e M (FONATSCH C, DUCHROW M, RIEDER MH. et al, 1991),
enquanto células positivas para anti-BrdU encontram-se na fase S do ciclo celular
(KROBOTH et al, 2007). Demonstramos que os FCRNs cultivados em DMEM
apresenavam 27% de células positivas para anti-BrdU e 31% para anti-Ki67, do que
se conclui que pouco menos de um tergo das células estavam nas fases G1, S, G2
ou M do ciclo celular.

O estado de diferenciacdo dos FCRNs em condi¢gdes basais também por
técnica de microscopia de imunofluorescéncia foi avaliada a diferenciagdo basal dos
FCRNs com anticorpo anti-a-SMA. Nesta situacado cerca de 14%.das células foram
consideradas a-SMA positivas. Deste modo, ficou caracterizado que no presente
estudo, os FCRNs apresentavam aproximadamente 30% de células em proliferagao
e 14% de protomiofibroblastos ou miofibroblastos. Estes valores sdo concordantes
com os de outros estudos prévios, realizados com fibroblastos isolados de diferentes

tecidos (AGARWAL et al, 2006; GILBERT et al, 2007; PHO M, et al, 2008).

Ainda na analise das imagens obtidas por microscopia de fluorescéncia dos
miofibroblastos do presente estudo, verificou-se a distribuicdo da a-SMA coincidente
ao citoesqueleto de actina e também em areas de expansao/protusdes da membrana
plasmatica, os lamelipédios. Esta localizacdo € compativel com a fungao contratil
desta proteina e seu papel na fungéo dos miofibroblastos (LANGEVIN et al, 2006).

O estiramento ciclico representa um modelo in vitro adequado para a analise,
mais detalhada e especifica, da reacao de células em cultura frente ao estimulo

mecanico. No caso especifico do presente estudo mimetizando a sobrecarga
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hemodinamica do coragdo em nivel celular. (KAMKIN A, et al, 2003; FUSELER JW et
al, 2007; WIPFF PJ et al, 2008).

No presente estudo, o estiramento ciclico (equibiaxial, 10% de alongamento e 1
Hz), promoveu o aumento de aproximadamente 1,8 vezes o numero de FCRNs em
proliferacao celular. Este resultado remete a estudos anteriores que caracterizaram a
inducdo da proliferagao celular de fibroblastos de rato 3Y1 apds o estiramento
mecanico via MAP quinase (mitogen-activated protein kinase) (WANG, JG et al.,
2001; HU B, 2005), no entanto, vale ressaltar que o estiramento empregado era do
tipo uni-axial. As evidéncias disponiveis indicam as MAP quinases como as principais
vias celulares ativadas pelo estiramento mecanico em fibroblastos (VELARDE V et
al, 1999; LI W et al, 2001). Além disso, dados anteriores indicam que o complexo
integrina-FAK como o mais relevante mecanismo responsavel pela transdug¢do do
sinal mecanico para a ativacédo da via de sinalizacdo de progressao do ciclo celular
mediada por MAPKs (VELARDE V et al, 1999; LI W et al, 2001; PARSONS JT.,
2003; WANG JG et al, 2005; KOOK SH et al., 2008).

Neste estudo também demonstramos que o estiramento ciclico bi-equiaxial
induziu a diferenciagao de fibroblastos em miofibroblasto. Estas células diferenciadas
se destacam por apresentar atividade secretora e contratilidade maior que em
fibroblastos e expressar a a-SMA, o principal marcador positivo, além de ser
elemento critico para as vias de mecanotransducado (DUGINA et al., 1998; HINZ et
al., 2001; WANG et al., 2005).

Em nosso resultado, o numero de FCRNS positivos para a-SMA quanto
submetidos ao estiramento por 4 horas era de aproximadamente 4 vezes maior,

quando comparado aos FCRNS controles (14% para 56%). No contexto de doencgas
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cardiacas, sabe-se que a expressao de a-actina esta aumentada em miofibroblastos
encontrados coracdes hipertroficos e fibroticos e em locais de infarto do miocardio
(CAMPBELL SE e KATWA LC, 1997; KATWA LC, et al, 1997; SUURMEIJER AJ et
al, 2003).

E valido ressaltar que pelo menos trés eventos locais s&o descritos como
regulatérios da expressdo de a-SMA em fibroblastos diferenciados: 1) o acumulo de
TGF-B1 biologicamente ativo, (ARORA PD, e McULLOCH CA, 1999; VAUGHAN MB,
HOWARD EW, e TOMASEK JJ, 2000; TOMASEK JJ et al., 2002; CARACI F et al,
2008); 2) a presencga de proteinas especializadas da MEC como o ED-A variante de
fibronectina (LYGOE KA et al, 2007; SUZUKI T et al, 2008); 3) estresse mecanico
extracelular, decorrentes das propriedades mecanicas da MEC e da atividade de
remodelamento celular (WANG J, ZOHAR R, MCCULLOCH CA, 2006; GOFFIN JM
et al, 2006; CHEN J et al, 2007).

Destes mecanismos envolvidos com a diferenciacado de fibroblastos, destaca-
se a via do TGF-B1(Transforming growth factor-f3), por ser o mais bem conhecido.
Sabe-se que o TGF- induz a expressdao de a-SMA em miofibroblasto, para isso
requer a mobilizagdo de fatores de transcricdo da familia SMAD e que sua plena
atuacao depende da ativacao tardia da FAK. No entanto, a sinalizagdo mecanica sob
a diferenciacao de fibroblastos ainda permanece pouco explorada. Principalmente,
sobre como estimulos mecanicos sao convertidos em sinais intracelulares, os quais
sdo capazes de estimular a expressao de a-SMA em fibroblastos cardiacos.

Sobre o aspecto da diferenciacdo celular de fibroblastos, vem sendo
esclarecido o papel da FAK neste processo celular, reconhece-se que os

mecanismos pela qual a forga mecanica regula a expressao génica sao considerados
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de importancia biomédica. Sabe-se que, apesar de haver demonstracdes de que a
FAK & necessaria para a diferenciagdo dos fibroblastos em miofibroblastos em
resposta ao TGF-B1, nosso estudo € o primeiro a revelar sua importancia na
resposta ao estimulo mecanico.

Além de aumentar a proliferacao e a diferenciacdo de FCRNs, demonstramos
que no presente estudo, o estiramento ciclico induz o aumento da expressao e
atividade de MMPs 2 e 9. Uma vez que a MEC esta integrada ao compartimento
intracelular através de integrinas, € provavel que as mudangas na tensao mecanica
ao que o miocardio € submetido, sdo capazes de alterar as vias de sinalizagao
intracelulares envolvidas na atividade transcricional de MMPs (SHEETZ MP,
FELSENFELD DP, GALBRAITH CG ,1998; RUWHOF C, VAN DER LAARSE , 2000;
ROSS RS., 2002; TRUTER SL ET AL, 2004). Além disso, reconhece-se que em
cultura de fibroblatos de diferentes tecidos, quando submetidos ao estiramento
mecanico ha a indu¢cdo de MMPs (TYAGI SC et al.,, 1998; HUSSE B et al., 2007;
SHELTON L, RADA JS, 2007).

Alguns estudos revelaram que em resposta ao estiramento ha modulacédo da
composi¢cao e organizagdo da MEC (ATANCE J, YOST M, e CARVER W, 2004),
como na analise de diferentes padrdes de tensdo. LEE A. et al, (1999) mostraram
que a cultura de fibroblastos de rato adulto apresenta distintas respostas
dependentes dos varios tipos de cargas mecanicas.

Sendo assim, neste estudo, verificamos que o estiramento ciclico promoveu o
aumento tanto da atividade quanto da expressdo das MMPs 2 e 9 em FCRNs, em
periodo de 2 a 8 hs continuas de estimulo mecanico. Neste estudo, foram avaliadas

apenas as MMPs 2 e 9 (gelatinase A e B, respectivamente), uma vez que estas sao
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importantes nas doengas cardiacas em resposta a sobrecarga hemodinamica
(CREEMERS et al., 2003).

Nossos resultados relacionam-se com outro estudo, o qual descreveu, em
cultura celular de fibro-condrdcitos, a indugdo do aumento dos niveis de mRNA de
varias de MMPs por estiramento ciclico, o que parece ser tempo-dependente
(DESCHNER J, RATH-DESCHNER B, AGARWAL S. 2006). No entanto, nosso
estudo € o primeiro a descrever 0 aumento tanto da expressdo quanto da ativiadade
de MMPs 2 e 9 nos fibroblastos cardiacos induzidos por estiramento mecanico. De
maneira geral, este resultado sobre inducdo das gelatinases de FCRNs apods
estimulacdo mecanica relaciona-se aspectos deletérios, os quais como ja
esclarecidos que a partir das condigdes alteradas da MEC por mudancgas nas forga,
influencia por fim a arquitetura do VE e consequentemente, pode causar a disfungao
cardiaca (BAUDINO T. et al, 2006).

O principal achado do presente estudo, € que a sinalizacao pela FAK é critica
tanto para a diferenciacao de fibroblastos em miofibronblastos, como para o aumento
de MMP 2 e 9, induzida por estiramento mecanico em FCRNs. Sobre o aspecto da
estimulagdo mecanica, sabe-se que a FAK é considerada uma molécula candidata
para a mecanotransdu¢cao em células cardiacas, como os miocitos cardiacos e em
outros tipos celulares (TORSONI et al, 2003; YAMADA K et al, 2005). A ativacao da
FAK por estimulos mecanicos apresenta pronta fosforilagdo em tirosina, o que
desencadeia uma série de cascatas de sinalizacdo relacionadas na proliferacao,
diferenciagcdo, migracao, crescimento celular e recrutamento do programa génico

hipertrofico (SCHWARTZ et al., 1995; PARSONS, 1996; SCHLAEPFER et al., 1998,
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FRANCHINI et al. 2000; DOMINGOS et al. 2002; TORSONI et al., 2003; NADRUZ et
al., 2005)

De acordo com isto, nossos dados indicam que o estiramento ciclico de
FCRNSs induz a ativacdo da FAK. Primeiramente, verificamos que os FCRNs quando
estirados tanto rapidamente quanto prolongadamente apresentaram aumento de
aproximadamente 2 vezes a quantidade de FAK fosforilada em Tyr397 (i.e.
ativaram), e ainda mudanga na sua distribuicéo celular apds a estimulagédo mecanica
de 4 horas de duracéo.

Neste aspecto, especificamente em fibroblastos, ha evidéncias da participagao
da FAK nos diversos processos celulares fisioldgicos e patolégicos. Recentemente,
LOPES et al, (2007), demonstraram em amostras de pacientes com regurgitacao
mitral (RM), a co-existéncia do aumento da expressao e fosforilagdo da FAK, e o
aumento da fibrose intersticial em coragdbes humanos sobrecarregados
cronicamente. Neste estudo verificou-se que em ensaios de imunomarcacdo dos
cortes de miocardio de pacientes RM, a FAK se distribuiu nas areas ocupadas por
miécitos, mas predominantemente em fibroblatos, no intersticio cardiaco. Neste
mesmo ano, CLEMENTE et al, (2007), constataram que o silenciamento da FAK no
miocardio de camundongos cancela os aumentos da expressao e da atividade de
MMP-2 induzidos por sobrecarga pressorica, 0 que indica que a ativagdo da FAK
contribui para o aumento da expressao e atividade de MMPs no miocardio
hipertroéfico.

Uma vez avaliado o papel do estiramento sobre a proliferagdo, a
diferenciagao, a expressao e atividade de MMPs 2 e 9, utilizamos o silenciamento

génico da FAK por técnica de siRNA, para verificar os possiveis efeitos dessa
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quinase sobre a diferenciagao e a expressao e a atividade gelatinolitica das MMPs 2
e9.

Portanto neste estudo, o silenciamento génico da FAK por técnica de siRNA
atenuou a expressao desta proteina em 67% (eficiéncia), de modo que o modelo
empregado foi knockdown para FAK nos FCRNs, por isto obsrevou-se uma
expressao residual de FAK, a qual foi necessaria para a manutencao da viabilidade
celular e da morfologia. Esta técnica, entdo se prestou para a investigacao do papel
da FAK, primeiramente, no controle da diferenciagdo dos FCRNs em miofibroblastos,
na dependéncia do estimulo mecanico. Assim indicamos que o silenciamento génico
da FAK atenuou a expressado da a-SMA, indicando o impedimento da diferenciacao
de fibroblastos em miofibroblastos. Em conformidade, MIMURA Y et al, (2005)
demonstraram que a expressdo de a-SMA era significatemente reduzida em
fibroblastos de escleroderma transfectado com mutante deficiente para FAK.
Recentemente, ha uma controvérsia sobre a relacdo da FAK e a-SMA. Neste
aspecto, a FAK tem sido mostrada como mediadora da supra-regulacido da
expressdo de «-SMA, em resposta ao TGF-B1 (THANNICKAL, V. J et al, 2003;
THOMAS, P. E et al, 2007), e na inibicaio de a-SMA em reposta a FGF
(GREENBERG, R. S et al, 2006).

Este resultado permite uma extrapolacao no que diz respeito a fungao da FAK
na diferenciacao de fibroblastos induzida por estimulo mecéanico. Observa-se que
associagao da FAK nesta via de diferenciacao se difere daquela estimulada por TGF-
B1, no que se trata da ativacdo desta quinase. Pelo o que se apresenta, neste
estudo, o estimulo mecanico ativa prontamente (15 minutos) e continuamente (até 8

horas) a FAK, o que leva em consequente a ativagéo da expressao de a-SMA.
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Ainda, como efeito do silenciamento génico da FAK nos FCRNs, mostramos
que o siRNAgak 40nM atenuou a expressao e aboliu o aumento da atividade
gelatinolitica das MMPs 2 e 9 em FCRNs, quando submetidos ou n&o ao estimulo
mecanico, o qual verificado neste mesmo estudo, ser capaz de promover a ativagao
das gelatinases.

Deste modo, verificamos a existéncia de uma relacédo entre a FAK e as
gelatinases, ambas envolvidas no processo de remodelamento hipertréfico. Sobre
este aspecto, é importante reconhece-se que a MMP 2 é a molécula determinante
para o0 processo de remodelamento da matriz extracelular no miocardio em
sobrecarga hemodinamica (IWANAGA et al., 2002; BERGMAN et al., 2007). Estudos
anteriores ja demonstraram que o silenciamento da FAK por técnica de siRNA alvo
leva a diminuigdo da fibrose e atenuagdo do conteudo de colageno e de MMP 2
(CLEMENTE et al., 2007).

Em suma, estudos sdo ainda necessarios para a elucidacdo do papel da FAK
em mecanismos que determinam a induz da diferenciagao dos fibroblastos, e quais
sao as vias e os elementos precisos na promog¢ao da expressao e a atividade das
gelatinases.

A identificagdo de eventos moleculares de sinalizacdo celular responsaveis
pelo controle da diferenciacdo dos FCRNs e da expressdao e atividade de
metaloproteinases contribuira para o entendimento dos mecanismos basicos
responsaveis pelas alteragdes estruturais observadas no miocardio hipertréfico e
pela deterioracdo estrutural e funcional, cujo resultado é a insuficiéncia cardiaca.

Espera-se que este conhecimento estabelega as bases para o desenvolvimento de
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novas ferramentas farmacoldgicas voltadas para o controle da hipertrofia e
prevencao da insuficiéncia cardiaca.

Os resultados do presente estudos utilizando iRNA e inibicdo farmacoldgica
com rapamicina suportam que a inibicdio do complexo mTOR como uma
caracteristica central dos efeitos da deplecdo de FAK fibroblastos cardiacos como a
proliferacdo e diferenciagao estimulados pelo estresse mecéanico. O estiramento
mecanico elevou a fosforilagdo da AKT, TSC-2, e S6K por um mecanismo
dependente da ativagao da FAK, tal como sugerido pela auséncia de fosforilagao das
proteinas sinalizadoras em fibroblastos cardiacos depletados de FAK. O pré-
tratamento com rapamicina aboliu a proliferacdo e a transicdo para miofibroblastos
dos FCRNSs. Assim, estes dados sao consistentes com uma relagao de FAK para
com a via constituida por AKT, TSC-2, no controle de S6K induzida por estiramento
na ativagao de fibroblastos cardiacos. Em consonancia com estes dados, a ativacao
fibroblastica de B1-integrina foi previamente demonstrada que induzida através do
engajamento envolvem sinalizagdo através PI3K/Akt, TSC-2 e S6K1. Além disso, a
FAK controla AKT p85 através da interagio com a subunidade da
phosphatidylinositol 3-quinase e AKT regulamenta mTOR principalmente através da
fosforilagdo da TSC-2 em Thr1462 (MANNING BD.,et al, 2002). A FAK também
interage diretamente com e inibe TSC-2, podendo influenciar a proliferagao celular e
diferenciacdo através da regulamentacdo dos complexos mTOR (GAN B, et al,
2006). Além disso, nossos resultados sugerem que AKT medeia os efeitos da Fak
sinalizagdo sobre mTOR. No entanto, ndo podemos excluir a existéncia de outros
mediadores entre as Fak e mTOR vias, tais como ERK familia de cinases MAP, por

exemplo. ERK pode, portanto, agir sinergicamente com AKT/ mTOR para ativar e
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para mediar a ativacdo da FCRNs em resposta ao estresse mecanico.

Em concluséo, este estudo mostra que o estresse mecanico induz ativagao de
fibroblastos cardiacos através da mediacao da via de sinalizagdo da FAK. Os dados
ainda enfatizam a importancia do complexo mTOR para determinar ativacdo de
fibroblastos cardiacos induzida por estresse mecanico. Estas consideragcdes tém
implicagbes importantes para a nossa compreensdo do processo de remodelamento

patoldgico da MEC e insuficiéncia cardiaca.
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6 — CONCLUSAO




Este estudo demonstrou que a sinalizagdo da FAK possui papel regulatorio
para a ativagdo das metaloproteinases de matriz 2 e 9 (gelatinases), além de ser
determinante para a proliferagao e diferenciagdo em fibroblastos cardiacos, quando
submetidos ao estiramento ciclico. Os dados ainda enfatizam a importancia do
complexo mTOR para determinar ativagdo de fibroblastos cardiacos induzida por
estresse mecanico. Indicando a participagao desta quinase nos processos de fibrose

intersticial e remodelamento cardiaco devido ao estimulo mecéanico.
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