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Sobrecargas hemodinidmicas induzem hipertrofia € remodelamento das cimaras cardiacas
inicialmente como mecanismo compensatorio, evoluindo para insuficiéncia cardiaca
quando as sobrecargas persistem. A resposta inicial a4 sobrecarga pressora inclui ativagio
rapida e coordenada de vias de sinalizagdo intracelular que resultam na regulacéo de fatores
nucleares, expressio génica e aumento na sintese protéica. A identidade dos varios
componentes do mecanismo de sinalizacdo e sua importancia relativa para as mudancgas
fenotipicas dos miocitos cardiacos em resposta a sobrecarga pressora permanecem
indefinidos. No presente estudo, utilizamos a técnica de mRNA differential display para
avaliar a expressdo génica ampla no ventriculo esquerdo de ratos submetidos a sobrecargas
de pressio por constriccdo da crossa da aorta com duragdo de 2 e 4 horas. Inicialmente
foram identificados 43 fragmentos de ¢cDNA-candidatos que apresentaram aumento de
expressdo em ventriculos esquerdos sobrecarregados. Estes fragmentos foram entéo re-
amplificados, clonados, seqiienciados e identificados através de comparagbes com
seqiiéncias depositadas no GenBank. Foram identificados 5 seqiiéncias homologas com
genes ja identificados. Um gene em especial, aquele que codifica a quinase TBKI,
despertou nosso interesse por seu envolvimento potencial na regulagdo de vias que
controlam a atividade do fator de transcri¢io NF-kB, conhecido por coordenar processos
celulares fundamentais em resposta a estimulos de diversas naturezas. Assim, na avaliagio
subseqiiente da TBK1, confirmamos o aumento de sua expressdo no miocardio através da
técnica de RT-PCR com oligonucleotideos especificos para o TBK1 aplicada a RNA total
obtido de ventriculos esquerdos submetidos a 2 e 4 horas de sobrecarga pressora e de ratos
controle. Os resultados deste experimento confirmaram o aumento na expressdo de TBK1
no miocardio em resposta a sobrecarga de pressdo. Em seguida, avaliamos a expressdo e
localizagio da TBK1 no ventriculo esquerdo através de técnicas de Western Blot,
fracionamento de componentes citoplasmaticos e citosélico através de ultracentrifugacao
diferencial e imunohistoquimica. Verificamos que a quinase TBK1 se expressa tanto no
miocardio e em midcitos cardiacos como em células da camada média das artérias
corondrias e que sua quantidade no miocéardio aumenta significativamente cerca de 2 horas
até 24 horas ap6s o inicio da sobrecarga pressora. Experimentos realizados com marcagéo
do anticorpo anti-TBK1 em extratos nucleares e citosdlicos revelaram a presenga de TBK1

na fragio nuclear dos miocardios, com aumento significativo neste extrato apds cerca de 30
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minutos de hipertrofia e permanecendo elevada até 24 horas de sobrecarga pressora.
Experimentos de co-imunoprecipitagdo indicaram que a TBK1 se associa com o NF-kB e
que esta associagdo aumenta no miocardio de coragdes submetidos a sobrecarga pressora.
Experimentos de quinase in vitro utilizando imunoprecipitados de TBK1 e NF-kB
indicaram que o imunocomplexo do anticorpo anti-TBK1 induz a fosforilagdo do NF-kB e
que este efeito estd aumentado no miocardio de coragdes sobrecarregados. Foram também
realizados experimentos para avaliar a expressdo, localizacdo e atividade do fator de
transcricio NF-kB. Experimentos com extratos nuclear e citosélico do miocérdio indicaram
a translocagdo do NF-kB para o nucleo induzida pela sobrecarga pressora. Estes resultados
foram corroborados pela detecgdo de marcagdio mais intensa de nicleos com o anticorpo
anti-NF-kB nos miécitos cardiacos de coragdes sobrecarregados. Finalmente, experimentos
realizados com extratos nucleares em ensaio de mobilidade eletroforética (EMSA)
indicaram a ativacdo da ligagdo do NF-kB com o DNA de sondas contendo a regido de

consenso para este fator em miocardio de coragdes submetidos a sobrecarga pressora.

Nossos resultados indicaram 1) que a técnica de mRNA differential display permitiu a
avaliacio, apesar de restrita, de genes expressos diferencialmente durante sobrecarga
pressora; 2) que a quinase TBK1 & ativada e pode ter papel importante na ativag@o do fator
de transcricio NF-kB nos periodos iniciais de resposta miocardica a sobrecarga pressora;
3) o fator de transcrigdo NF-kB ¢ ativado precocemente e permanece ativado até 24 horas
no miocardio de ratos submetidos a sobrecarga pressora, indicando uma fun¢éo potencial
deste fator nos processos responsaveis pela resposta das células miocérdicas a sobrecarga

hemodindmica.
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To examine genes that are early differentially expressed in response to pressure overload
we performed differential display reverse transcriptase-polymerase chain reaction on
samples of rat left ventricle (LV) subjected to 2 and 4 hours of transverse aortic
constriction. Specifically, we identified increased expression of five genes out of 43
candidate-cDNA fragments. One such a gene, TBK1 raised our interest because of its
potential role on the regulation of pathways that control the activity of the transcription
factor NF-kB, known to coordinate fundamental cellular processes in response to stressful
stimuli. RT-PCR analysis with TBK1-specific primers in LV samples confirmed the
enhanced expression of transcripts of TBK1 in overloaded myocardium. To verify the
functional significance of such finding we first examined TBK1 expression in LV by
immunoblot and immunohistochemical analysis. TBK1 protein levels increased at 2 and
remained elevated up to 24 hs of pressure overload. The immunostaining analysis showed
TBK1 expressed predominantly in cardiac myocytes and in the media of coronary vessels.
Co-immunoprecipitation experiments indicated a load-induced increase in the association
of TBK1 with pSONF-kB that was paralleled by enhanced anti-TBK1 immunocomplex
kinase activity toward pSONF-kB. Experiments with myocardial nuclear and cytosolic
extracts indicated a load-induced pSONF-kB translocation from cytosolic to nuclear fraction
and increases in DNA-binding activity demonstrated by electrophoretic mobility shift
assay, concurrent with increased TBK1 expression and pSONF-kB phosphorylation by anti-
TBK1 immunoprecipitates. These results suggest that TBK1 is rapidly activated and might
regulate NF-kB in overloaded myocardium with potential implications in load-induced

cardiac hypertrophy and remodeling.

Abstract
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A hipertrofia miocardica € uma condigdo comum & maior parte das doencgas que
afetam o coracdio, sendo considerada como um fendmeno de natureza adaptativa do
miocardio 4 sobrecarga hemodindmica (7,27,39). Apesar de ser um mecanismo
primariamente adaptativo, sua presen¢a determina maior morbidade e mortalidade dos
portadores, sendo considerada fator de risco cardiovascular (27,29). A hipertrofia
adaptativa tem como substrato histologico principal o crescimento hipertrofico dos
cardiomiocitos. No entanto sio encontrados também, em intensidades varidveis,
dependendo do estagio de evolugdo, aumento do estroma, degeneragdes de cardiomiéeitos e
rarefacdo da microcirculagdo. No estdo ainda completamente elucidados os mecanismos
que determinam estas alteragdes estruturais do miocardio. No entanto, evidéncias clinicas e
experimentais apontam para uma participagdo importante, sendo determinante, da
sobrecarga mecénica através do aumento de tensdo seja sistdlico ou diastélico, em sua
génese. Neste contexto, s3o inimeras a demonstragdes (39,40) de que o estimulo mecénico
induzido pela sobrecarga ativa direta ou indiretamente vias de sinalizacdo que determinam
modificaces na expressdo génica em cardiomiocitos, responsaveis, em Gltima instancia,
por boa parte das modificagdes fenotipicas da hipertrofia miocardica. Da mesma forma, o
estimulo mecanico pode também contribuir para as alteragbes estruturais do estroma e da

microcirculacéo, ao lado de fatores de natureza neuro-humoral, paracrina e autocrina (14).

As evidéncias disponiveis indicam que o estimulo mecénico ativa precocemente
a expressio génica e o crescimento celular em midcitos cardiacos (22,31,39,40). Dentre os
grupos de genes que sdo ativados precocemente citam-se genes que codificam proteinas
sinalizadoras com fungfo regulatoria do processo de crescimento em resposta ao estresse
como genes de resposta imediata, genes fetais e os de resposta tardia (22,40). Por outro
lado, genes codificadores de proteinas envolvidas no arranjo estrutural, com fung@o
metabblica e funcio contratil sdo também ativados (32,36), provavelmente induzidos
através de vias de sinalizacdo controladas por proteinas codificadas pelos genes de natureza

regulatoria mencionados anteriormente.

Em anos recentes, foram identificados e esclarecidos alguns mecanismos de
sinalizacdo envolvidos no processo de expressdo génica e crescimento de midcitos

cardiacos submetidos a sobrecarga mecénica (31,40). No entanto, as alteragdes fenotipicas
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estruturais e funcionais ativadas pelo estimulo mecéanico supostamente dependem de padréo
complexo de expressdo génica (31) cuja regulagdo permanece, em grande parte,

desconhecida.

A identificagdo de mecanismos regulatorios e de genes expressos durante o
crescimento celular necessita de abordagens metodologicas multiplas e complexas,

demandando grande esforco para sua realizacdo.

De maneira geral, os contextos temporal, topograficos, histologicos e
fisiologicos no qual um gene é expresso fornece indicios do seu papel bioldgico (42), que
manifesta-se nas células pela expressdo das proteinas refletindo a conversdo da informagao
contida nas sequéncias génicas que foram ativadas (12,18). Tradicionalmente, privilegiou-
se a identificagdo isolada de mecanismos de regulagdo, estrategicamente mais simples de
serem abordados do que a identificagdo simultanea de miltiplos e complexos mecanismos

interativos, mais adequados a realidade.

Em anos recentes, ocorreram avangos tecnologicos e nas técnicas de biologia
molecular, permitindo a avaliagdo simultdnea do estado de expressdo de multiplos genes
individuais. Estas abordagens criaram perspectivas para o entendimento da regulagdo da

expresso génica ampla em estados fisiologicos e fisiopatologicos.

Em geral, as metodologias disponiveis permitem a avaliagdo da expressdo
génica ampla através da comparagio da expressio de mRNA em estados funcionais ou
patolégicos diferentes. Apesar da regulagdo da quantidade de determinada proteina em uma
célula ndo ser fungdo exclusiva da quantidade de mRNA (RNA mensageiro), teoricamente
todas as diferencas entre tipos e estados celulares correlacionam-se estreitamente com
variagdes nos niveis de mRNA de alguns poucos genes. Isto ¢ uma vantagem extraordindria
pois, a seqiiéncia de cDNA (DNA complementar) € o unico elemento necessario para a
aplicagio das diferentes variadas técnicas disponiveis para se medir a abundincia de
mRNA de um gene especifico. A possibilidade de se sintetizar cDNAs representativos a
partir de um tipo celular ou tecido, o avango do sequenciamento de genomas € o dominio
de sua caracteriza¢do individual levaram ao desenvolvimento de métodos que possibilitam

o estudo da expressio de praticamente todos os genes conhecidos de uma s vez. Dessa
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forma € possivel monitorar rapida e eficientemente a transcricdo de todos os genes de um

organismo ou 6rgao (34).

Dentre estes métodos a técnica de DNA Microarray tem sido mais recentemente
empregada em estudos em coragdes submetidos a sobrecarga como um recurso na
realizacéio de avaliacio de um vasto nimero de genes que apresentam expressdo diferencial
em condi¢Ses funcionais ou patologicas distintas. A metodologia de DNA Microarray em
suas variantes utiliza como principio a hibridacdo de amostra de ¢cDNA ou RNA com
centenas ou milhares de amostras de diferentes seqiiéncias de DNA. Através de
comparagdes quantitativas dos produtos hibridados provenientes de células ou tecidos
submetidos a diferentes condi¢des experimentais pode-se avaliar de maneira semi-
quantitativa o perfil da expressdo génica dos mesmos, sendo porém, uma técnica muito
dispendiosa.Outra opgdo para se avaliar e identificar a expressdo diferencial de genes € a
técnica ¢ mRNA Differential Display,que envolve a realizagdo acoplada de método de
sintese de DNA complementar e amplificagdio por PCR, utilizando-se uma combinagéo de
oligonucleotideos, com o objetivo de avaliar duas ou mais amostras experimentais de
maneira comparativa em gel de poliacrilamida. Se por um lado esta técnica permite a
identificacio de numero relativamente restrito, exigindo a identificagdo posterior dos
produtos expressos diferencialmente, por outro lado, os custos para sua realizagédo sdo bem
inferiores aqueles necessarios para a realizagdo da técnica de DNA microarray, o que a

torna mais adequada para uso em laboratdrios ndo dedicados em biologia molecular.

A metodologia de mRNA differential display tem sido utilizada em estudos
experimentais de doengas do corag@o. Esta técnica ja foi utilizada em estudos que avaliaram
a expressdo génica na rejeigdo cronica a transplante cardiaco em ratos (48), em coragdes de
ratos diabéticos (33), miocardiopatia dilatada em coragdes de humanos (47), em
cardiomiocitos fetais em crescimento em cultura (8), em cardiomidcitos em cultura
submetidos a tratamento com doxorubicina (19), em miocardio de porcos submetidos a
episédios de isquemia e reperfusdo (9), em coragdes de ratos espontaneamente hipertensos
com insuficiéncia cardiaca (43), em coragdes de camundongo com miocardite induzida por
virus Coxsackie B3 (51), em Hamsters com cardiomiopatia dilatada (10), em ratos com

infarto do miocérdio induzido por ligadura da artéria coronaria (52).
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No presente estudo utilizamos a técnica de mRNA differential display para
avaliar a expressdo génica no ventriculo esquerdo de ratos submetidos a sobrecarga de
pressio por 2 e 4 horas. Nosso objetivo foi de detectar mecanismos envolvidos na
regulagdo das modificagdes fenotipicas observadas na hipertrofia cardiaca, ja que nesta fase
da sobrecarga pressora, acredita-se, sdo ativados mecanismos regulatérios que coordenarao
as mudangas estruturais caracteristicas da hipertrofia cardiaca induzida por sobrecarga de

trabalho (13,31).
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Os objetivos do presente estudo foram:

1) Avaliar a expressio génica ampla no ventriculo esquerdo de ratos

submetidos a sobrecarga pressora por 2 ¢ 4 horas com a técnica de mRNA

Differential Display.

2) Avaliar a importancia funcional dos genes com expressdo diferencial no

ventriculo esquerdo de ratos submetidos a sobrecarga pressora aguda.

Objetivos
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Animais utilizados

Nos varios experimentos desse estudo foram utilizados ratos machos adultos
Wistar com pesos entre 150 a 200g provenientes do CEMIB (centro de bioterismo da

universidade de Campinas).

1. Modelo de sobrecarga pressora

Os ratos foram anestesiados com uma solu¢do de cloridrato de Cetamina
(Ketalar®, Parke-Davis 50mg/ml) e Diazepam 10 mg (Unido Quimica Farmacéutica
Nacional S/A Diazepam, 2mg/ml ). Esta mistura continha 30mg de Cetamina e 0,2mg de
Diazepam por ml de solugdo. A dose aplicada em cada animal foi de 0,22ml/100g de peso
corporal. A cavidade torécica foi aberta no primeiro espago intercostal esquerdo e a crossa
da aorta identificada. Foi realizada constric¢do da crossa da aorta com clamp de prata com
didmetro ajustado ao peso corporal do rato. A cavidade tordcica foi entdo fechada, e os
animais mantidos sob observagdo até o momento da extragio com os periodos de

sobrecarga pré-determinados de 2 e 4 horas ap6s a constricg@o.

Decorridos os periodos pré-determinados de sobrecarga os animais foram
novamente anestesiados com a mesma solugio anestésica utilizada anteriormente e foram
submetidos a cateteriza¢do da artéria car6tida direita e artéria femoral para monitorizag¢ao
das pressdes na aorta ascendente ¢ abdominal, freqiiéncia cardiaca e gradiente de pressado.
As pressdes pulsateis obtidas através das canulas implantadas foram detectadas com
transdutores de pressdo tipo strain-gauge BLPR (Blood Pressure transducer-World
Precision Instruments, Inc) previamente calibrados. Os sinais das pressdes foram
amplificados (General Purpose Amplifier-©Stoelting Co.), e processados por uma placa
analégico-digital conectada a um computador tipo PC carregado com o sistema Windaq
(Dataq Instruments Inc., Akron, OH, EUA) para a monitorizagéo hemodindmica € pos

processamentos.
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Os registros foram analisados pelos programas Windaq (Dataq Instruments
Windaq) e Advanced Codas (Dataq Instruments, Calc Package). A analise foi realizada
com a detecgdo dos picos sistdlicos e diastolicos das ondas de pressdo para obtengdo das
médias aritméticas, batimento a batimento, das pressdes sistolicas, diastolicas € média dos
registros realizados na aorta ascendente e abdominal, respectivamente. Os sinais de pressdo
foram digitalizados a uma freqiiéncia de amostragem de 100Hz. A frequéncia cardiaca foi
obtida da analise dos intervalos entre os picos maximos normalizados para 1 minuto. Os
valores de pico maximo, pico minimo, pressdo arterial média (obtida da integral da area da
cada pulso) e frequéncia cardiaca foram obtidos de planilhas de Excel geradas com valores

de poés-processamento com o programa Advanced-Codas.

2. mRNA Differential display de miocirdios de ratos submetidos 4 sobrecarga de

pressiao
2.1. Extracao de RNA

O RNA total do ventriculo esquerdo de ratos foi extraido com o reagente
comercial TRIZOL ®. O TRIZOL ® ¢ uma solugio monofisica de fenol e guanidina
isotiocianato que mantém a integridade do RNA durante a lise celular. Os ventriculos
esquerdos submetidos a sobrecarga pressora foram homogeneizados diretamente no
reagente Trizol® com uso de polytron. Adicionou-se 1mL de TRIZOL ® para cada 100mg
de tecido. Por se tratar de um tipo de tecido com grande concentragdo de proteinas, foi
adicionada uma etapa de "clareamento" da amostra realizada através de centrifugacéo a
10000 rpm por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante contém RNA e ainda DNA gen6mico,
proteinas de alto peso molecular, membranas extracelulares e polissacarideos. O
sobrenadante foi entdo transferido para outro tubo e mantido em repouso por 5 minutos,
permitindo a dissociagdo completa dos complexos de nucleoproteinas. Em seguida, foi
adicionado 0.2 mL de cloroformio/1mL Trizol e a amostra foi agitada vigorosamente por
15 segundos e incubada em temperatura ambiente por 3 minutos. Apds centrifugacdo a
10.000 rpm a 4°C, a amostra ficou separada em duas fases: a inferior, de coloragéo rosada,

denominada orgénica e a superior, mais clara, denominada aquosa, que abrange cerca de
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dois tercos do volume total. Nestas fases estdo solubilizados 0 DNA e o RNA,
respectivamente, além da banda de proteinas presente entre as duas. A fase aquosa foi
coletada e transferida para um novo tubo, onde o RNA foi precipitado através de incubagio
por 30 minutos com 0.5 mL de isopropanol/lmL de trizol, seguida de centrifugacdo a
10.000 rpm por 10 minutos. O pellet de RNA foi ressuspenso em 1 mL de etanol 75%/1mL
de trizol e a mostra centrifugada a 7500g por cinco minutos. O pellet foi eluido em 50 pl de
dgua RNAse-free e a concentragdo de RNA na solucio quantificada em espectrofotometro

através de leitura no comprimento de onda de 260nm.
Determinacio da concentracio do RNA

A medida da absorbancia no comprimento de onda de 260 nm permite o calculo

direto da concentracdo de acido nucléico da amostra, pela seguinte formula:

[RNA] pg/ml = Aseo x dilui¢do x 40, onde:

Asgo= Absorbancia (em densidade 6ptica) a 260 nm
Dilui¢io = fator de diluico utilizado (100)

40 = coeficiente utilizado para RNA.

2.2. Reaciio de transcri¢io reversa acoplada a reacio em cadeia pela polimerase

(RT-PCR)

Apés a extragdo do RNA total do ventriculo esquerdo sua qualidade foi
avaliada por eletroforese em gel desnaturante e visualizado como bandas de TRNA 28S e
18S em gel de eletroforese de agarose. Em seguida, foi realizada a sintese do cDNA pela
reacdo de transcri¢do reversa (RT). Para cada reagéo foram utilizados 3ug do RNA e
oligonucleotideos poli T (downstream random primer) com dinucleotideo na extremidade

3' degenerado e dgua tratada com DEPC .
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Oligonucleotideos 3’

5-TTITTTITITTAA

5-TTTTTTITTTTIGG

5-TTTTTTTITTITTCC

5-TTTTTTTTTTTAG

S-TTTTTTTTTTTAC

5-TTTTITITTITTGA

S-TTTTTTTTTTTGC

5-TFTTEETITITICA

5-TTTTTTTTITICG

Esta reacfo foi realizada a 70°C por 10 minutos seguida pela sintese do cDNA
(figura 1A), que consistiu da adigdo do tampao de PCR 10x, MgChL 25mM, dNTPmix10
mM, 0,1 M DTT 0,1 M e da enzima superscript II. Esta reagdo foi mantida a 42°C por 1
hora. Apés este periodo a temperatura foi elevada a 70°C por 15 minutos para inativacdo da
enzima e posterior incuba¢do com Spg de RNAse A a 37°C por 15 minutos para
degradagio da fita de mRNA . Em seguida foi realizada a amplificagdo por PCR (figura
1B), na qual foram utilizados os oligonucleotideos 3' 25mM, Tampdo dePcrl0Ox (sem
Mg*™), MgCl, 25mM enzima Taq polimerase € dgua tratada com DEPC, esta reagdo foi
marcada com dCTP [P**]. Foram entdo adicionados os oligonucleotideos aleatérios 5' 2uM,

citados a seguir:
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Oligonucleotideos 5'

5'- GATCATAGCC

5'- GATCCAGTAC

5'- AAACTCCGTC

5'- GATCATGGTC

5'- GTTTTCGCAG

5'- GATCTGACAC

5°- TGGATTGGTC

5'- GGAACCAATC

5'- GATCAATCGC

5'- TACAACGAGG

5- GATCTCAGAC

5°- GATCACGTAC

5- CTGCTTGATG

5- GATCGCATTG

5- TGGTAAAGGG

5- TTTTGGCTCC

5- TACCTAAGCG

5’- GATCTAACCG

5°- TCGGTCATAG

5’- GATCTGACTG

5°- TCGATACAGG

5°- GATCAAGTCC

5’- GGTACTAAGG

5- CTTTCTACCC
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A reagdo constituiu-se dos seguintes ciclos: uma etapa de desnaturacdo a 94°
por 3 minutos, seguida de 39 ciclos constituidos de uma etapa de desnaturagdo de 94°C por
20 segundos, uma etapa de anelamento dos oligonucleotideos a 40°C por 30 segundos e
uma etapa de alongamento a 72°C por 30 segundos. Apds 0 término dos ciclos foi

adicionada uma etapa de alongamento a 72°C por 5 minutos.

A mRNA 57 3’
GUAUGCGCAAAAAANAMAL
COTTTTITITTITT «+—Primer poli T

e L

Transcritase reversa

+ dbTPs

Sintese da primeira
fita de cDNA

3'}

cDNA 3° CATACSCGCGTTTITTITITT 5°

,
mRNA O GUAUCGCGCAAAAAAAAAAA

Tratamento com RMNAse l Degradagio do mRNA

4\ &
; \ ;
5 - 3

3 CATAGCOCGTTTITTTITITT 5°
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B
Sintese da segunda PCR
fita de cDNA

53

3> .CATAGCGCGTITITTITITT 5°

l

Sintese da fita

Primer aleatério

5° 37
s Pyivoer poli T
Primer aleatOno s

3-; CATAGCGCGTTTITTTTTTT 5-;

l Amplificagde exponencial

Ty A e

Figura 1: Representagdo esquematica de RT-PCR. A. Demonstra a sintese da primeira fita
de cDNA a partir do mRNA, utilizando oligonucleotideo poli dT, que possui em
sua regido 3 uma repetida sequéncia de timinas, possibilitando assim a
“ancoragem” do mRNA que possui em sua regiio 5° uma repetida seqiiéncia de
adeninas. B. demonstra a sintese da segunda fita de cDNA com a utilizagdo do

oligonucleotideo aleatorio pela PCR, que permite uma amplificagéo exponencial

do cDNA.
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2.3. Eletroforese dos produtos de RT-PCR

Apbs o término da amplificagéio os produtos foram submetidos a eletroforese
em gel de poliacrilamida 6% em tampéo TBE 1X, a 60V e 36 mA por cerca de uma hora. O
gel entdo foi fixado em papel de filtro e secado em Gel dryer (model 583- Bio Rad)
conectado a bomba de vacuo (Hydro Tech™ Vacuum Pump — Bio Rad). O gel foi exposto

em filme de autorradiografia por 72 horas.

3. Escolha e determinag¢io da identidade dos produtos de RT-PCR com expresssao

diferencial
3.1. Escolha e extracao

Apbs a revelagdo da autorradiografia, as bandas que apresentaram diferenca na
expressdo entre homogenatos obtidos de ratos controle e submetidos a CoAo foram
extraidas do gel e eluidas em 4gua tratada com DEPC em temperatura ambiente por 30
minutos. Em seguida foram aquecidas a 90°C por 10 minutos e centrifugadas para separar o
residuo de gel e o filtro de papel. O sobrenadante contendo o cDNA foi entdo coletado e

sua concentracio determinada por espectrofotometria.

3.2. Re-amplificacio

As reagdes de re-amplificagdo dos cDNAs eluidos foram realizados com o0s
mesmos oligonucleotideos 3’ / 5’ nas concentragbes de 2uM na seguinte composi¢édo:
Tampéo de PCR 10x (sem Mg®™" ), MgCl 25mM, dNTP 500mM e a enzima Taq DNA
Polimerase 5 U/ul . Foi utilizado o mesmo ciclo de amplificagdo anterior. Para avaliar os

produtos foi realizada eletroforese em gel de agarose 2,5% .
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3.3. Clonagem dos produtos

Os produtos obtidos a partir do Differential Display foram clonados com o uso
de Sure Clone™ Ligation kit (Amersham Pharmacia Biotech ) e constituiu-se de trés
etapas fundamentais: reagdo de Blunting/kinasing, seguida de uma purificagdo em coluna

de MicroSpin e ligagéo em vetor pUCI18.

A etapa denominada Blunting/kinasing envolveu reagdo de digestdo com a
enzima Klenow (que apresenta atividade exonucleasica 3'-5', necessaria para a remo¢ao da
adenina sobressalente na extremidade 3’ da fita-molde) e concomitante fosforilagdo com a
enzima T4 polinucleotideo quinase. Apés a purificagéo, os fragmentos foram ligados no
vetor pUC18 (fig 2), utilizando 1pL da enzima deT4 ligase, 1 pL de DTT, 2X tampdo de
ligagdo e S0pL de vetor defosforilado. A reagdo foi homogeneizada e incubada a 16°C

durante a noite
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Figura 2: Representagdo esquematica do vetor pUC18 utilizado para propagagao dos fragmentos
de ¢cDNA do mRNA Differential Display. Possui como caracteristicas importantes uma
origem de replicagdo (ORI) que permite uma eficiente dupluicagdo do plasmideo, duas
regides de sele¢do sendo uma delas composta por um gene que confere resisténcia a
ampicilina (amp®), e a outra formada pelo fragmento do gene lacz da E. coli (lacZ),
codificador da enzima [B-galactosidase . Dentro do fragmento do gene lacZ esta
inserido um sitio multiplo de clonagem (SMC) que ¢ um arranjo de sitios de restrigdo

permitindo a inser¢do do fragmento de cDNA.
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3.3.1. Preparacio de células bacterianas termo-competentes:

Uma aliquota da linhagem de bactérias E.coli cepa DH5a foi plaqueada sob
condicdes estéreis em meio LB sélido (1g de triptona; 0,5g de extrato de levedura; 1g de
NaCl pH 7 e 0,2g de 4gar) ndo-seletivo. Apds a incubagéo overnight a 37°C; uma colonia
isolada foi inoculada em 10mL de SOB (0,2g de triptona; 0,05g de extrato de levedura,
0,006g de NaCl; 0,002g de KCI; 0,02g de MgCl, e 0,024 de MgSO; ) e incubada a 37°C
até a 0.D. 0,6 (fase exponencial de crescimento). A amostra foi coletada em tubo Falcon de
50mL, mantida em gelo por 15 minutos e centrifugada a 3000rpm por maisl5 minutos. O
pellet obtido foi ressuspenso por vortex em intensidade moderada em tamp&o denominado
RF I estéril (12g de RbCl; 9,9g de MnCl, . 4 H,O; 30mL de solu¢do 1M pH 7.5 de K Ac;
1,5¢ de CaCl, . 2H,0, 150g de glicerol, 1L de agua Milli-Q). As bactérias foram mantidas
em gelo por quinze minutos € novamente centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos a 4°C. O
pellet obtido foi ressuspenso em tampéo RF II estéril (20mL de 0,5M pH6,8 de MOPS;
1,2g de RbCl, 11g de CaClk . 2H0, 150 g de glicerol, 1L de agua Milli-Q) e mantido em
gelo por 10 minutos. Apds este passo, as bactérias foram distribuidas em aliquotas de
200uL e congeladas em nitrogénio liquido. O estoque destas bactérias foi mantido em

biofreezer -80°C.

3.3.2. Transformacio de bactérias por choque térmico.

A transformagcdo foi feita segundo protécolo estabelecido por Hanahan (1983).
Aliquotas de 200pL de bactérias competentes juntamente com 10pL da reacd@o de ligagdo
contendo o plasmideo, foram incubadas em gelo por 20 minutos. Apés a incubagdo, foi
aplicado um choque térmico de 42°C em banho seco por dois minutos, permitindo a
abertura de poros na membrana da bactéria para introdu¢do do c¢DNA no citosol. Apos o
choque as bactérias foram mantidas em gelo por 2 minutos. Foram adicionados 800puL de
SOC (SOB acrescido de 20mM de glicose estéril) e as células foram centrifugadas por um
minuto a 3000 rpm a temperatura ambiente. Foram retirados 600uL do sobrenadante e o
pellet ressuspenso nos 400pL restantes. Foram plaqueados 200puL da cultura em meio LB-
agar contendo 50pg/pL de ampicilina e mantida a 37°C por 16 horas.
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Neste meio de cultura foi adicionado previamente X-GAL e IPTG que
proporcionam a sele¢do das colonias, sendo assim, as colonias de E.coli com plasmideos
que possuem o inserto de DNA no sitio multiplo de clonagem , desloca ou destroi a
sequéncia codificadora da enzima B-galactosidase (lacZ) nao ocorrendo aclivagem o
substrato do substrato X-GAL. Neste caso o plasmideo resultante produz colonias brancas,
enquanto que as colonias de E.coli com plasmideos , sem o inserto de DNA , 0 fragmento

do LacZ sintetiza a enzima P-galactosidase e cliva o X-GAL produzindo colonias azuis

(figura 3).

Foi preparado um pré-inoculo com 120pL. de meio Circle Growth (Quantum
Biotechnology) e as colonias com inserto (brancas) foram coletadas com hastes estéreis €

inoculadas no meio, incubadas a 37°C em agitagdo constante por cerca de 6 horas.
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Figura 3: Placa de cultura de bactérias para selecdo de colonias transformadas. Na placa ha
a presenga do substrato incolor x-Gal, que sofre clivagem pela enzima
B-galactosidase, quando esta estd expressa, produsindo uma substdncia azul,
indicando que o gene que expressa esta enzima esta intacto, ou seja, ndo houve
insercdo do fragmento de cDNA. Quando ocorre a insergdo do fragmento de
cDNA a enzima ndo ¢ expressa, ndo ocorrendo a clivagem do substrato e as

colonias permanecem brancas.
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3.4. Sequenciamento

Os fragmentos clonados foram submetidos a reacdo de sequenciamento
automatico baseado no método descrito por Sanger (41). A etapa inicial consiste em uma
reagdo de PCR, utilizando os oligonucleotideos 5’ e 3' do vetor (tabela 1), sendo
considerados os produtos que apresentaram pelo menos 200 pb a mais que o esperado para
a amplificagio da seqiiéncia do plasmideo. A reacio foi realizada com a seguinte
composi¢go: 1,75 uM dos oligonucleotideos do vetor (tabelal); tampao de PCR 1x; MgCl,
1,67mM, dNTP 0,125mM e a enzima Tag DNA polimerase 1U num volume final de 15pL,
sendo realizados os seguintes ciclos: uma etapa de desnatura¢do a 94° por 2 minutos,
seguida de 34 ciclos de uma etapa de desnaturagio de 94°C por 20 segundos, uma etapa de
anelamento dos oligonucleotideos a 58°C por 15 segundos, uma etapa de alongamento a

72°C por 1minuto. Para visualizagao foi realizada eletroforese em gel de agarose 1,5%.

Ap6s esta analise, uma aliquota com aproximadamente 200ng de DNA da
reacdo anterior da cada fragmento foi coletada para o sequenciamento, que ¢ realizado em
duas etapas. Em uma delas foi utilizado o oligonucleotideo S'e na outra o oligonucleotideo
3'da reacdo de amplificagdo anterior. A composigdo utilizada na reagéo de sequenciamento
foi: 6uL de Dynamic ET Premix (composto pela enzima Taq DNA polimerase,
nucleotideos livres e nucleotideos dideoxi marcados) e oligonucleotideo 1,75puM num
volume final de 15ul, sendo submetidos aos seguintes ciclos: uma etapa de desnaturag@o a
94° por 2 minutos, seguida de 29 ciclos de desnaturagio a 94°C por 20 segundos, uma

etapa de anelamento dos oligonucleotideos a 57°C por 15 segundos.

A seguir foi realizada uma reagao de purificagdo destes produtos que consistiu
na adiggio de 2pL de acetato de aménio, S0pL de etanol seguido de incubagdo em gelo por
20 minutos. Apés este periodo, seguiu-se uma centrifugacio a 4000rpm a 4°C por 25
minutos, sendo o sobrenadante descartado. Foram acrescentados 120pL de etanol 70%
gelado, seguindo-se nova centrifugacdo a 4000 rpm a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado e os tubos sofreram spin invertido a 200 rpm por 10 segundos. As amostras
foram submetidas a secagem a 65 °C por 3 minutos e re-suspendidas com 10uL de loading

¢ levadas ao segiienciador automético Mega Bace 1000 (amershan Life science).

Material e Métodos

4]



Tabela 1: Seqiiéncia de oligonucleotideos sense a antisense utilizados para reagdo de
amplificagdo pos-clonagem e na reagdo de sequenciamento. Os oligonucleotideos sdo

complementares as seqiiéncias de nucleotideos do vetor.

Oligonucleotideo 5' CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

Oligonucleotideo 3' TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC

4. Anilise comparativa dos produtos no Banco de Genes.

As seqiiéncia obtidas foram agrupadas através do programa Phred/Phrap,

submetidas ao banco de dados do NCBI (http://www ncbi.nlm.nih.gov/) e analisadas

através do programa gratuito BLAST.

5. Estudos funcionais

Nos estudos realizados a posteriori foram utilizados métodos para identifica¢do
e avaliagio funcional de produtos obtidos da reacio de Differential Display e

sequenciamento.

5.1. RT-PCR

O cDNA foi obtido através de uma reagdo de transcrigdo reversa de RNA
obtido de ventriculo esquerdo de ratos submetidos a sobrecarga pressora por 2 e 4 horas ou
cirurgia ficticia. Para preservar a qualidade e especificidade da reagao foi feita a
descontaminagdo do RNA, através do tratamento do mesmo com DNAse I 0,5 U/pg (Life
Technologies), em presenca de MgCl, 8 mM , RNAsin 20 U (promega), BSA 500 mg/ml,
Tris-Cl 20 mM pH 8,4 e KCl 50 mM por 30 minutos a 37°C. Apds este periodo de
incubacdo foi adicionado EDTA a uma concentragdo final de 2mM, seguido de uma
incubacdo a 65°C por 10 minutos, para a inativagdo da DNAse. O EDTA ¢ um agente
quelante que age sobre o magnésio prevenindo a hidrolise dependente de magnésio do

RNA, que pode ocorrer a altas temperaturas.
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Em seguida foi realizada a sintese da fita simples de ¢cDNA pela reagdo de
transcricdo reversa catalisada pela enzima Transcriptase reversa . Para esta etapa foi feita
uma selecdo do RNA mensageiro (poli-A) com o auxilio do oligonucleotideo poli dT
(mistura de oligonucleotideos sintéticos utilizados na reagdo de mRNA Differential Display)
na concentracdo de 5 pM, adicionado a 6pg de RNA descontaminado em volume final de
30uL. A soluggo foi mantida em banho seco a 70°C por 10 minutos para desnaturar 0 RNA,
e posteriormente foram adicionados Tris-Cl 20mM pH 8.4 e KCl1 50mM, MgCl; 2,5mM,
DTT 10mM, dNTPs 0,5mM e 400U de Transcriptase Reversa Superscript TM II 400U
(Life Technologies). A mistura foi homogeneizada e incubada a 42°C por 60 minutos. A
reacdo foi paralizada por desnaturagdo da enzima a 70°C por 15 minutos. Apos a sintese da
fita simples o cDNA, o RNA inicial foi degradado pela adi¢do de Spg de RNAse A,

seguindo incubagdo a 37°C por 30 minutos.

Seguiu-se entdo a amplificagdo do cDNA com oligonucleotideos especificos
sense e antisense, a partir do cDNA de fita simples obtido na etapa anterior através de PCR,
na qual foram realizadas duas amplifica¢bes, a primeira com oligonucleotideos de regides
mais externas do gene e a segunda com oligonucleotideos localizados em regibes mais
internas. A composi¢do final da reacéo foi: Tris-HCL 20 mM pH8.4, KCl 50mM, MgCl,
1,5 mM, 20 pmol oligonucleotideo 5' 1 20 pmol, oligonucleotideo 3' 1 20 pmol (tabela2),
deoxinucleotideo (dATP, dCTP, dGTP e dTTP) 200mM de cada, 2uL do produto da reacdo
final de trancri¢do da etapa anterior e de Taq DNA polimerase 2U. As reagdes foram
submetidas a0 seguinte ciclo: uma etapa de desnaturagio a 94° por 3 minutos, seguida de
19 ciclos de uma etapa de desnaturagio de 94°C por 20 segundos, uma etapa de anelamento
dos oligonucleotideos a 43°C por 30 segundos, uma etapa de alongamento a 72°C por 30
segundos. Apds o término dos ciclos foi adicionada uma etapa de alongamento a 72°C por
5 minutos. Seguiu-se entao uma segunda amplificacdo a partir do produto da primeira,
idéntica a esta, alterando apenas 0s oligonucleotideos utilizados, que desta vez foram o

oligonucleotideo 5'2 e 0 oligonucleotideo 3'2 (tabela 2) .

Os produtos da amplificacdo por PCR foram submetidos 2 eletroforese em gel
de agarose 1%. As eletroforeses foram realizadas a 80 V em tampdo TAE (Tris-HCI 40
mM, pH 8.0 e EDTA 1 mM, pH 8.0).
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Tabela 2: Segiiéncias de oligonucleotideos utilizados nas reagdes de amplificacdes.

Oligonucleotideo5' 1 ATGCAGAGCACCTCCAAC
Oligonucleotideo3' 1 TGGAGTGTTGGAGTGA
Oligonucleotideo5' 2 GGGGCCACTGCAAAT
Oligonucleotideo3' 2 AAGAAGTACGGGGCTA

5.2. Preparacio de extratos nuclear e citosélico

Os ventriculos esquerdos dos animais controles e submetidos aos tempos de
sobrecarga pré-determinados foram extraidos e congelados em nitrogénio liquido. Foi
utilizado para cada periodo de sobrecarga um “pool” de dois corages. Os tecidos
congelados foram pulverizados em nitrogénio liquido e homogeneizados em 10 partes de
tampdo de homogeneizacdo (sucrose 250 mmol/L, Hepes10 mmolL, pH 7.6, KCI25
mmol/L, EDTA 1 mM, 10% glicerol 10%, PMSF 0.1 mmol/L, aprotinina e leupeptina 2
pg/ml de cada, e ortovanadato de sodiolOmmol/L) com o auxilio de um homogeneizador
potter (Pestle Tissue Grinders). O homogenato foi recoberto com tampdo B (sucrose 1
moV/L, Hepes 10 mmoV/L, pH 7.6, KC1 25 mmoV/L, EDTA 1 mmol/L, glicerol 10%, PMSF
0.1 mmoV/L, aprotinina e leupeptina 2 pg/ml de cada, e ortovanadato de s6diol0mmol/L) e
centrifugado a 11000 rpm por 10 min a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em tampdo A
/glicerol (9:1) e recoberto com 1/3 do volume de tampéo B/glicerol (9:1). O gradiente foi
centrifugado a 11000 rpm por 30 min a 4 °C. O pellet do extrato nuclear semi-purificado
foi ressuspendido em uma parte de tampdo de extragéo nuclear (Hepes10 mmol/L, pH 7.8,
KCI 400 mmol/, MgCl 3 mmol/L, EDTA 0.1 mmol/L, glicerol 10%, DTT 1 mmol/L,
PMSF 0.1 mmol/L e ortovanadato de sédio 10mmol/L) e KC1 4 M 1/10 volume e o extrato
citosolico, presente no sobrenadante, separado € armazenado em -80 °C. As amostras
foram incubadas em gelo por 30 min e centrifugadas a 11000 rpm por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi dialisado em tampdo C (Hepes25 mmol/L, pH 7.6, KCl 100 mmol/L,
EDTA 0.1 mmoVL, glicerol 10%, DTT 1 mmoVL, PMSF 0.1 mmol/L, aprotinina and
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leupeptina 2 pg/ml de cada, e ortovanadato de s6dio10mmol/L) por 4 horas. As proteinas
totais do dialisado foram quantificadas pela técnica de Biureto (Bradford) e armazenadas

em —80 °C. Os extratos foram entfo utilizados na preparacéo de gel shift e de western blot.

5.3. Anailise de proteinas por immunoblotting

Ao final dos tratamentos especificos, os tecidos foram processados de acordo
com os protocolos descritos para Western Blot. As células foram homogeneizadas em
tampéo de solubilizagdo (1% Triton-X 100, 100 mmoV/1 Tris-HCI (pH 7.4), 100 mmoV/1
pirofosfato de sédio, 100 mmol/l fluoreto de sédio, 10 mmoll EDTA, 10 mmoll
ortovanadato de sédio, 2 mmol/l PMSF; 0.2 mg/ml aprotinina) a 4°C em homogeneizador
tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY)
operado em velocidade maxima por 30 segundos. Os fragmentos celulares foram
centrifugados a 4°C, 11000 rpm, por 20 minutos para remover o material insolivel e o
sobrenadante foi entdo utilizado para o ensaio. A determinag¢do do conteudo de proteinas
totais foi feita com a técnica do biureto. O homogenato total foi utilizado para a preparacdo
de extrato total ou de imunoprecipitado. Para tanto, 400pL da amostra acrescida de 100pL
de tampdo de Laemmli (100mmoV/1 de ditiotreitol) foi aquecida em 4gua fervente por 4
minutos (extrato total) ou incubadas com anticorpo anti TBK1 overnight e precipitadas com
proteina A-sepharose. Apds centrifugacio e trés lavagens sucessivas com tampdo
apropriado, a amostra foi acrescida de tamp&o de Laemmli com 50% de 4gua. Em seguida,
as proteinas foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% - SDS-PAGE
em aparelho de eletroforese BIO-RAD miniature lab gel apparatus (Mini-Protean, Bio-Rad
Laboratories, Richmond, Ca). A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana
foi realizada em 120 minutos a 120 V em aparelho miniaturizado de transferéncia da BIO-
RAD. A ligacdo dos anticorpos a proteinas ndo-especificas foi reduzida por pré-incubag@o
da membrana por 1,5 h com tampdo de bloqueio (5% leite em p6 desnatado, 10 mmol/l
Tris, 150 mmol/1 NaClL 0.02% Tween 20) a temperatura ambiente. As membranas de
nitrocelulose foram entdo incubadas overnight com anticorpos contra NF-kB p50 e p65 e

TBK1 em tampéo de bloqueio (0.3% leite em p6 desnatado), e entdo, lavada por 15 minutos
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com tampéo de bloqueio sem leite em pé desnatado). A membrana foi entéo incubada com
5uCi de [**’I] Proteina A (30pnCi/Ug) em 10 ml de tampdo de bloqueio por 2 horas em
temperatura ambiente e lavada novamente por 15 minutos como descrito anteriormente. A
proteina A ['*°I] ligada aos anticorpos especificos foi detectada e quantificada por auto-
radiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). Para isso, o cassete
contendo a membrana e o filme foi mantido & temperatura de - 80°C, e apdés 12-48 horas, o

filme foi revelado de maneira convencional.

5.4. Ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética (EMSA)
5.4.1. Preparacio da sonda de DNA

As sondas de DNA de dupla fita foram preparadas a partir de oligonucleotideos
sintéticos que continham sitio de consenso do NFkB 5’-
AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’(sc2505- Santa Cruz Biotechnology). Cerca de 1,5
pmol do oligonucleotideo anelado foi marcado com [o P*?] dATP em presenca da enzima
T4 Polinucleotideo Kinase (Boehringer-Mannhein), num volume final de 50pl. A reagéo foi
incubada a 37°C por 30 minutos para anelamento. A enzima foi desnaturada a 65°C por 5
minutos. As sondas foram purificadas em colunas de Sephadex® G-25 (NAP™
Pharmacia Biotech) segundo instrugdes do fabricante e foram quantificadas em
espectofotdmetro a 260nm.

5.4.2. Formagio dos complexos e Eletroforese

A formacdo dos complexos DNA-Proteina foi analisada através da mistura
10pg de extrato nuclear com 42 fmol da sonda marcada em tamp@o de ligagdo (Tris10mM
pH 7,5, NaCl 50mM, EDTA 0,5 mM pH 8,0, dithiothreitol 1mM, glicerol 2%, Ficoll2% e

2ug de DNA de esperma de salmo) em temperatura ambiente por 20 minutos.
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Apos o término do tempo de incuba¢do da proteina com o DNA para a
formagdo do complexo, foram adicionadas as reagdes 5 pl de tampéo de amostra (Tris-Cl
0,25M pH 7.5. glicerol 40%, azul de bromofenol 0,2%, xileno cianol 0,2%). As amostras
foram entdo submetidas 2 eletrodorese em gel ndo desnaturante de poliacrilamida 6%
contendo 6% de glicerol e 0.25xTBE (Trisma base 50mM, acido bérico 42mM, EDTA
0,5mM). O gel foi pré-corrido em tampéo TBE 0,25 por 30 minutos a 20 V.em' a 4°C. A
eletroforese foi realizada a 400V seco a vacuo e exposto a um filme de Raio X por 12 a 48
horas 4 -70 °C.

5.5. Atividade Quinase “in vitro”

A atividade de quinase da proteina TBK1 sobre seu substrato a proteina NFkB,
foi avaliada em reagdo in vitro, onde extratos proteicos de coragdes controles e coragdes
submetidos aos tempos de sobrecarga pré-determinados foram imunoprecipitados com
10pg de anticorpo anti-TBK1 (Santa Cruz Biotchnology) em tampéo de imunoprecipitado,
o mesmo utilizado para western blotting. Simultaneamente, amostras de coragdes controle
foram imunoprecipitadas com 10ug de anticorpo anti-NFkB (Santa Cruz Biotchnology). Os
imunocomplexos de anticorpo anti-TBKI1 e anti-NFkB foram lavados em Tampéo de lise
pH 7.5 (20mM Hepes, NaCl 500mM, 5mM EDTA, 1mM Ortovanadato, 20pg/ml PMSF,
1% Triton, 10% glicerol, 100 unidades/ml Aprotinina), em trés centrifugacdes a 11000 rpm
por 5 minutos. Os imunocomplexos foram ressuspendidos em 10ul de suspensdo para
reagdo de quinase, composta de tampao caseina quinase 5X (Tris-HCI 100 mM pH 7.5, 25
mM MgCl, 2,5 mM DTT, 750 mM KCl) e 2ul [732 P] ATP e incubados por 30 minutos a
30 °C. Para cada amostra foi adicionado 20yl de tampao Laemmli para encerrar a reagdo e
estas foram fervidas por 5 minutos. As amostras foram separadas em gel SDS-Page 10%,
transferidas para membrana de nitrocelulose, expostas em autorradiografia e quantificadas

por densitometria.
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5.6. Imunohistoquimica

Apds os tempos pré-determinados de sobrecarga 0s ventriculos esquerdos
foram fixados por imerséo em paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0.1M, pH 7.4, por
12 horas e processados para inclusdo em Histotec (Merck). Foram realizados cortes
histolégicos de Spum de espessura que transferidos para laminas de vidro recobertas com
poli-L-lisina. A atividade da peroxidase endogena foi bloqueada pelo tratamento com
0,03% H,0, em tampdo fosfato salina (PBS) 0,1M a temperatura ambiente por 30 minutos.
Os cortes foram pré-incubados em solucdo de bloqueio (leite desnatado 5% em PBS 0,1M)
por 45 minutos em temperatura ambiente, seguido pela incubagdo com os anticorpos
primarios anti-TBK1 (1:100) e anti-p50 NF kB (1:50) (durante 12 horas a 4°C). Os cortes
histolégicos foram lavados 3 vezes por 5 minutos cada em PBS 0,05M e incubados com os
anticorpos secundarios (1:300) por 2 horas a 25°C. Apés este periodo os cortes histolégicos
foram lavados da mesma forma citada acima e posteriormente incubados com o complexo
Streptovidina-peroxidase (1:500) por 45 minutos em temperatura ambiente, lavados
novamente e incubadas com uma solugéo de diaminobenzidina (0,5mg/ml) contendo H0:
(0,8%) por 5 minutos. Os cortes histolégicos foram contracorados com hematoxilina e
tratados com carbonato de litio. A especificidade do anticorpo secundario foi testada em
controle € negativo, onde na auséncia do anticorpo primario ndo houve marcagdo

significativa.

6. Analise estatistica

Nos casos onde foram feitas analises quantitativas, os resultados foram
apresentados como médias. Diferencas entre 0s valores médios foram analisadas por analise
de variancia (ANOVA) para dados repetidos e pelo teste de Scheffe. A probabilidade para

os testes serem considerados estatisticamente significantes foi p<0,05.
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1. Hemodindmica

Na tabela 3 estio demonstrados os valores de pressdo sistolica e diastolica do
ventriculo esquerdo e da aorta abdominal nos ratos controle e naqueles submetidos a
constricgdo da crossa da aorta por 2 e 4 horas. A constri¢do da aorta produziu um gradiente
sistélico de aproximadamente 40mmHg (de 125mmHg no controle para 162 e 165 mmHg,
respectivamente 2 e 4 horas apos a constricgdo) entre o ventriculo esquerdo e a aorta
abdominal, estavel nos grupos submetidos a 2 e 4 horas de constriccdo. A pressdo sistdlica
medida na aorta abdominal foi semelhante em todos os grupos de ratos indicando que a
constric¢do da aorta nfio provocou queda na pressao a jusante. Apesar do aumento da
pressdo sistolica do ventriculo esquerdo, ndo houve varia¢do significativa da pressao
diastélica do ventriculo esquerdo dos ratos submetidos a constric¢do da aorta, compardos

com os ratos controle, permanecendo estavel em 7-8 mmHg.

Tabela 3: Valores das medidas hemodindmicas do ventriculo esquerdo e aorta abdominal

em ratos submetidos a contricgdo da crossa da aorta.

PSVE PDFVE PSAA GS FC +dP/dt -dP/dt

mmHg mmHg mmHg mmHg bpm mmHg/s mmHg/s

C (n=5) 125#3.1 7+0.4 12243.5 3%1.6 402+30  9057+300  7290+400
2 h(n=5) 162+3.3* 7.3x0.5 123+3.0 39+2.8* 45016  10143+400 8993+400

4 h(n=5) 165+2.3* 83+0.4 122419 43+1.8* 420+15  10680+400 8761+300

C: Ratos controle; 2 h: Ratos submetidos a constricgdo da crossa da aorta por 2 horas; 4 h:
ratos submetidos a a constricgiio da crossa da aorta por 4 horas; PSVE: pressdo sistlica no
ventriculo esquerdo; PDFVE: pressao diastélica final no ventriculo esquerdo; PSAA:
pressdo sistolica na aorta abdominal; GS: gradiente sistolico; FC: freqiiéncia cardiaca;

+dP/dt: derivada da pressdo pelo tempo. * p<0.05.
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2. mRNA Differetial Display

A técnica de mRNA Differential display foi utilizada para a comparagdo da
expressdo génica em amostras de RNA provenientes de coragdes controle e submetidos a

constric¢dio da crossa da aorta por 2 e 4 horas.

Foram realizados quatro experimentos considerados de boa qualidade do mRNA
Differential Display caracterizada pela presenca de produtos em multiplas bandas, repetidas
nos ratos controle e submetidos a constricgdo da aorta na auto-radiografia. Destes quatro
experimentos foram selecionados dois géis nos quais os fragmentos apresentaram
expressdo diferencial mais acentuada e de maior qualidade. Desses géis foram selecionados
quarenta e trés fragmentos que apresentaram sua expressio diferenciada, evidenciada pela
intensidade das bandas na auto-radiografia e extraidos para re-amplificagdo. Na figura 4,
estd representado um exemplo de experimento onde algumas bandas de produtos
provenienies de coragdes submetidos a sobrecarga pressora apresentaram intensidades

aumentadas quando comparadas com aquelas do controle.
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Figura 4: Autorradiografia de eletroforese de produtos do mRNA differential display. A
figura mostra exemplo representativo de amplificagdes, com um  par de
oligonucleotideo 5'(aleatorio) e 3' (poli-T degenerado), de amostras de RNA
provenientes de ventriculo esquerdo de rato controle (C) submetido a cirurgia

ficticia e de ratos submetidos a 2 e 4 horas de constric¢do da aorta (CoAo).
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2. Re-amplifica¢ao

Apbs a identificagdo e extragdo dos produtos de cDNA de interesse (que
aumentaram apés a constric¢do da aorta), foi realizada sua re-amplificacdo com 0s mesmos
oligonucleotideos utilizados na reag@o de transcricdo reversa acoplada a amplificagdo pela
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) para a expansdo e clonagem dos produtos
escolhidos. A figura 5 mostra exemplos representativos de experimentos de re-amplificagédo
realizados com produtos diferentes extraidos dos géis de poliacrilamida da reagdo de mRNA
differential display. Observa-se que a grande maioria dos produtos re-amplificaram bandas

Gnicas de cDNA, o que indica a presenca de produtos unicos nas bandas individuais.
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PM 4Gl 535Gl 6G1 7G1 8$Gl %Gl I1IGL 12G1 13G1 14G1 16G1 1761 18GL

Produto com.
cerca de 400 pb

PM 12G1 20G1 21G122G1 236Gl 24G1 25G1 26G1 2TG1 22 G1 INGLIIGLIZGL

Figura 5: Resultados de experimentos de re-amplificagdo de produtos que apresentaram
expressdo diferencial na reagdo de mRNA differential display. As fotografias A ¢ B
foram obtidas de géis de agorose marcados com brometo de etideo e iluminados
com luz ultra-violeta. Os oligonucleotideos utilizados na PCR foram os mesmos
utilizados para a obtengdo dos produtos na reacdo de mRNA differential display.
Os marcadores no topo das fotografias indicam a origem dos produtos, de acordo

com notagdo estabelecida no presente estudo.
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4. Clonagem

Os produtos que se apresentaram COmo bandas Unicas nas reagbes de re-
amplificagio foram entdo processados para inser¢do em vetor de clonagem pUC18 (ver
Material ¢ Métodos) com o objetivo de permitir sua identificagdo através de experimentos
subseqiientes de sequenciamento. Uma vez inserido nos vetores de clonagem, os produtos
de ¢cDNA foram amplificados com oligonucleotideos dirigidos para seqii€ncias fixas
presentes nas extremidades 3'e 5'da regido de inser¢do, fornecidos no kit de clonagem. A
Figura 6, mostra exemplos representativos de produtos de cDNA clonados em vetor pUCI18
e amplificados com oligonucleotideos especificos direcionados para sequéncias do vetor. E
digno de nota o fato de que estes produtos apresentam-se¢ COm peSOS moleculares
discretamente maiores que aqueles dos produtos de cDNA, j4 que incluem, além da

seqiiéncia clonada, fragmentos do plasmideo.
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Figura 6: Resultados de experimentos de amplificagdo com PCR de produtos de cDNA
clonados em vetor de expressdo pUCL8. A. Fotografia de gel de agarose marcado
com brometo de etideo obtida em camara com luz ultra-violeta de produtos
clonados, originados de diferentes fragmentos obtidos na reagdo de mRNA
differential display. B. Fotografia de gel de agarose de um produto clonado e

amplificado em vérias reagdes semelhantes, mostrando a reprodutibilidade do

meétodo.
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5. Sequenciamento

Os produtos clonados foram entdo seqiienciados atraves do método de Sanger
(41) em seqiienciador automatico. A figura 7 mostra um exemplo representativo de
cromatograma de seqiiéncia obtida através deste método. Para o sequenciamento foram
utilizados produtos de duas reagdes, uma com oligonucleotideo 5'e¢ outra com

oligonucleotideo 3' do vetor de clonagem.

Figura 7: Cromatograma de seqiiéncia obtida da reagdo de sequenciamento de cDNA da

reacio de mRNA differential display, clonado em vetor pUCIS.
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6. Analise das seqiiéncias

A reagdo de sequenciamento forneceu as seqiiéncias de nucleotideos
correspondentes aos fragmentos provenientes da reagdo com 08 oligonucleotideos 5' € 3" do
vetor de clonagem. As seqiiéncias foram analisadas com o programa Phred/Phrap
(Phred/Phrap/consed/system) para retirada de fragmento do vetor e ajuste dos produtos
obtidos com cada um dos oligonucleotideos, resultando em alinhamento das sequéncias. As
sequéncias obtidas no presente estudo foram identificadas e posteriormente comparadas

com seqiiéncias depositadas no GenBank (http:ifwww,ncbi,nlm.nih.gov/). As seqiiéncias

foram analisadas com o programa BLAST no servidor do NCBI, onde as seqiiéncias de
nucleotideos foram automaticamente traduzidas em seqiiéncias de aminodcidos. Foram
obtidas 5 segiiéncias de proteinas homélogas as submetidas (tabela 4) e com elevada
identidade (cerca de 98 %). Na tabela 4 estio indicadas as 5 sequéncias € suas

identifica¢des no GenBank.

Tabela 4: Genes identificados que apresentaram aumento de expressdo avaliado pela
reagio de mRNA differential display em RNA de coragdes de ratos submetidos a

sobrecarga pressora e seus respectivos ntimeros de identificagio no GenBank.

Identidade Nome do gene

Xml122113 Tank-binding Kinase 1

BC005424 Tumor susceptibility gene 101 protein
D10926 Tissue factor pathway inhibitor precursor
NC001665 NADH deydrogenase subunit 4
AF115771 ATP syntase subunit 8
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Dentre os produtos obtidos, interessamo-nos em investigar o papel funcional
daquele correspondente a proteina Tank-binding Kinase 1 (TBKI) por suas possiveis
implicagdes na fisiopatogénese da hipertrofia cardiaca. Na figura 8 esta representada a
seqiiéncia completa da regido codificadora do gen da TBK1 depositado no GenBank. A
regido da seqiiéncia obtida nos experimentos de mRNA differential display esta
identificada, localizando-se entre o0s nucleotideos 480 e 899. Pdde-se observar do
alinhamento mostrado na Fig 9, a elevada homologia entre o fragmento obtido € a

seqiiéncia depositada no GenBank.
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51
121
181
241
301
361
421
491
541
501
551
T2l
781
a4l
s01
a5l
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
15621
1581
1741
la01
1861
1921
13981
2041
2101
2161
2221
zz81
2341
2401
2461
2521
2581
2541

[=1-1-1-4-3 A== h=3=]
cgtgygotect
AtaAgIAIAKC
zagtyyaryt
teaagtoatt
tttgbeccty
cagaabcaga
agaacggoat
aogyucagta
agoagtbbgb
cagtyetaaiy
gagtyacatt
gAYyRICIAR
gagtazagaa
yoatbbooaa
AtcagygagaR
gaatggbaat
getataacac
caaatcaaga
ageatttboc
Ataceygrayy
cggatygaya
ctgocagtbac
aactgytraa
tggatttety
teaacetgoa
cttocagbbe
cagyyygett
atgtagaaa=
aAagacasags
aaaaattgta
agtatgaago
ageagengtt
aagactcaLac
goegteaagaea
cogytacgaa
atceatILELE
gtatttagek
zacHARAT IR
tceatgtaaat
goetgtaacal
cttbtgggbga
aaggaagtat
tgtalctgya
ggttoxactga

gogaggagal
gtotgatatas
tggtgatete
teaaatygaga
cgoetactgaa
tggygagtcta
attbetocatbt
agtgoaceyga
cytgtacaan
gohotebgbac
FEEL -
ctacoatgza
agaagtaaty
AgeagRARRT
goyteteEay
gogetggygt
ceatgtbotba
cgetgotgey
acttacctac
taaRAcoaca
Actyagatat
cyocayeaty
coctgetgota
ggatgattas
catxagglac
Agoogoagay
coagggaaca
gotyggocgac
actgoaggtbas
agaacgeaga
ttRarEatges
gtttaaagat
atcgetaact
cascgageta
cgoeeatbggoc
yaagbtalag
aAgaaaggtte
toobaggygay
Acacxctogt
atytacagtt
Agacagatty
totooctant
tottbgaatt
gyRgacaAcay
caaggatraaa

gegootgyac
ctaggoeRyy
tatgetbgtbea
gaatcogaayg
gaggagacaa
tAcactygtbta
gtettacygay
gataccalge
coCACYYACt
gyoRCAYRAY
zagasyaagt
goeEacgyyyt
sataaaabaz
gyazeaatty
geautgaucta
tbbgaceagt
tegotacsac
ctocaAtyglaads
gRAggAcgAC
gagygaaaats
gaaaaaatet
gooaagyoay
tatcaagaat
aacgagaceg
attgagaaga
ctyyggtyaga
atagasagoea
acctgggeac
ztogbtgaact
ctagottata
acaaaagoaR
aagtoggaad
aatcagtgtt
ca;gu;l.ct.c
coyatctacs
gaggagacgy
ggyraotttaa
toebyggaagt
gastggagto
tgbaaataca
acoboagoga
tottbcacata
gygeatctatta
ggettogtga
gtygcattat

aagocyagat
gygecactge
aAsgtatttas
tgbtaaaskal
caICAAgACA
tagaggages
acgtggbgay
caggsaacat
caggoye

agbacobgea
oYY

cgetgeEgtt
boactoayyas
actygagtoy
cescagboat
tebtbgcaga
Aacabgacgyge
tggtetatasa
gottagboct
ctatztttgt
coctoatas
tyacgygyyt
taatyoegaaa
tcozazaagaa
stgtgaaagt
ttooagacat
gtettoagys
Aabtcaagaagy
goatcacagl
atgaagaaxa
tyayecactt
agtggatgly
tegatacoga
togrotoagas
coagebetan
aagyeygbgyt
caatgyatgy
totagttbge
cctatcteotR
tatacacata
getgtagaay
Aggebggaga
RAFLCETIAR
cggyRacaga
ctxatttgac

2701 ttoctogzat gtttoatttt agstgaatta ttzagcaaaa acttaaagt

Figura 8: Segiiéncia completa do cDNA da TBKI1
nucleotideos em destaque (azul) indicam a regido de

obtido do sequenciament

gc agageaca
aaacgtetta
taacabaagc
ActoaALEAS
caaagogatt
gt ooaatgoy
cgggatgaat
cacgegegne
ogagagety
cogyACaty
gteyacony
agaseatne
cogbebagt
agazatyost
tycaaazaca
gaccagbgat
goataagavt
acaaaczaad
agaactogga
cacgagoogy
IATACATSTR
tgtgtyotac
goggytacyy
gacggagyta
gt atgagaay
acacacealy
catcageage
cacgeatcaa
gatttastat
gatccacaan
ot oagargas
aaagacgett
agaggaagty
aatgecogoa
cacctbagty
taagygagoty
cggoctbage
Ac aagaagat
cacttoeagta
catcatataty
aKAaagecatgl
aatcaattge
aggactgata
Acogoyggttt
cgggtgecca

o e a seqiiéncia depositada no GenBank

tocaaxcace
cgagygaagyc
ttoocbbogec
asaaacActyg
AccAtygRYT
batggacsna
zatctboogag
ataggggady
gaggRIgAnY
tabgaaagygo
tygagoyoey
gARgYIYSTR
goaabataotd
t

23 -4 232,

won

o

mbogaagety
gogettboass
tacattcaca
actgeooost
cgactagyoos
gaacaacboa
zgotatyaca
goecbgoagal
tggetggtty
yegatcasas
ttgatygaigy
ctyotgagac
aggetyteta
agagacagya
cagbbtoaaas
ctogatalya
cgtygtbaya
xatcbbagy
cocaagoata
goctoogyeg
gagatgactc
goeogagaasa
aatgoggact
aacactogygy
totyabgagy
aaccttogyet
cocagoeoagty
ttggbgecta
yrogacacay
AnccacaAgtS
aatcetoagbt

depositada no GenBank. Os

homologia entre o0 cDNA
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Query 206 cﬁc agocacggggtegetge tt agacccttcgaggggcﬁgaggaac aa
Shjct677 © cagccacggggtcgcetge ttagacccttegadggggc gaggaacaa

262 agaagtaatgtataaaat aatcactgggaagc ctggtgcaatatctggagtac
733 agaagtaatgtataaaat aatcactgggaagc ctggtgcaatatctggagtac

318 agaaagc agaaaacggaccaattgactggagtggagacatgcctcttt gtagt
739 agaaagcagaaaacggaccaattgactggagtggagacat gcctctet gtagt

374 ctttctoagggtcttoaggeactgettaccoe agttottgcaaacat acttgaagct
733 ctttctcagggtcttcag gcactgcttaccccagtt cttgcaaacatacttgaagct

Figura 9: A figura mostra o alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da proteina
submetida a analise (query) e da proteina TBK1 (sbjct) depositada no
GenBank, na regido da maior identidade entre as duas. Os nucleotideos

assinalados indicam as diferencas entre as duas seqiiéncias.
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7. Estudos Funcionais
7.1. Produto de RT-PCR Tank-Binding kinase 1

Como primeira abordagem para caracterizar funcionalmente a participagéo da
TBK] na sinalizagdo celular em miocéardio submetido a sobrecarga pressora, realizamos
experimentos confirmatorios do amento da expressao do mRNA que codifica esta proteina
em ventriculo esquerdo de ratos submetidos a constricgdo da aorta por 2 e 4 horas através
da técnica de RT-PCR. A RT-PCR utilizando oligonucleotideos especificos para a proteina
TBK] indicou um aumento acentuado da expressdo génica deste produto com duas horas
de sobrecarga pressora (Figura 10A). O aumento da expressdao permaneceu até quatro horas
de sobrecarga em relago ao controle. E importante mencionar que a RT-PCR foi realizada
com apenas 20 ciclos, 0 que permitiu uma avaliagdo semi-quantitativa dos produtos. Além
disso, os resultados de RT-PCR com oligonucleotideos especificos para TBK-1 foram
comparados com aqueles da RT-PCR realizada com oligonucleotideos especificos para a b-
actina, um gen de expressdo ubiqua e constitutiva no miocardio. Na figura 10B esta
representado o resultado de um experimento de RT-PCR com oligonucleotideos especificos

da b-actina.
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Figura 10: Resultado de experimento de RT-PCR para confirmacio do aumento de

expressdo do mRNA da proteina TBKI. A. Fotografia de gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio e fotografado em camara de luz ultravioleta de
PCR com oligonucleotideos especificos 4 TBKI, onde se observou um
aumento da expressdo génica da TBKI com 2 horas permanecendo—se elevada
4 horas ap0s a sobrecarga pressora em relagdo ao controle.B. Fotografia de gel
de agarose, de RT-PCR com oligonucleotideos gene especificos da proteina
Bactina, gen de expressao ubiqua no miocérdio, que permitiu a comparagao
entre os resultados. Figura 7: A: Eletroforese em gel de agarose de produtos de
RT-PCR com oligonucleotideos genes especificos da proteina Tank-Binding
Kinase 1. B: Eletroforese em gel de agarose ,dos mesmos fragmentos da
figura A, de RT-PCR com oligonucleotideos gene especificos da proteina B-

actina.
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7.2. Expressio de TBK1 no miocardio

Para avaliar a expressdo da proteina TBK-1 no miocardio de ratos, foram
realizados experimentos com a técnica de Western Blot com anticorpo anti-TBK-1 em
homogenatos de miocardio do ventriculo esquerdo de ratos controle e de ratos submetidos a
sobrecarga pressora. A figura 11A mostra o resultado de blot realizado com pools de
homogenatos do miocardio (n=5) do ventriculo esquerdo de ratos submetidos a sobrecargas
pressoras com duragéo de 30 minutes até 24 horas e anticorpo anti-TBK-1. Ocorreu, como
indicado, aumento significativo da expressdo desta proteina no miocardio, detectado apos
cerca de 2horas de sobrecarga pressora, permanecendo elevada até 24 horas apds 0 Inicio

da sobrecarga.

Experimentos adicionais com a técnica de Western Blot foram realizados com
extratos nucleares para a avaliagdo da localizagdo celular da TBK1. Na figura 11B, esta
representado um exemplo de blot de pools de extratos nucleares de miocardio de ventriculo
esquerdo de ratos controle e submetidos a sobrecarga pressoras que variaram de 30 min a
24 horas. No exemplo da figura 8B, nota-se nitido aumento da quantidade de TBK-I
presente no extrato nuclear de miocardio ap6s 30 min de sobrecarga pressora, aumento que
permaneceu até 24 horas apos a constricgdo da aorta. Estes resultados foram sugestivos de
translocagdo da TBK-1 do compartimento citoslico para o compartimento nuclear de

células miocardicas.
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Figura 11: Resultados de experimentos de Western Blot para avaliagio da expressdao da
proteina TBK1 e sua localizagdo celular. A. Auto-radiografia de gel de
poliacrilamida 10% marcado com 125 de imunobloting de homogenatos de
ventriculos esquerdos de ratos submetidos a sobrecarga pressora com anticorpo
anti-TBK1. B. Western Blot realizado com extratos nucleares de ventriculos

esquerdos de ratos controle e submetidos a sobrecarga pressora.
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7.3. Localizacdo da TBK-1 no miocardio de ratos

Para identificar a localizagdo da TBK-1 no miocardio foram realizados
experimentos com a técnica de imunohistoquimica com anticorpo anti-TBK1. Na figura 12
esta representado um exemplo de corte histolégico que inclui miécitos cardiacos e artéria
coronaria de médio calibre, marcado com anticorpo anti-TBK1. E nitida a marcagdo dos
miGcitos cardiacos e das células da parede média da artéria coronaria, indicando que a
TBKI1 ¢é expressa em mais de um tipo celular no miocardio, o que implica que esta proteina
pode participar de varios processos que envolvam o miocardio. A figura 13, mostra corte
histolégico marcado com anticorpo anti-TBK1, ampliado para identificar miocitos
cardiacos dispostos de forma longitudinal. Neste caso, pode-se identificar marca¢do nos
miécitos, localizada em regies nucleares e sarcoplasmaticas, neste ultimo caso

distribuindo-se de maneira semelhante a organizagdo sarcomerica.

Resultados
66



Figura 12: Marcacao imunohistoquimica de miocérdio de rato apos 4 horas de sobrecarga
pressora utilizando anticorpo anti-TBK1 (Aumento 960X). A marcagdo foi
observada predominantemente em mibeitos cardiacos (seta) e na camada

média das artérias corondrias (cabegas de setas).
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Figura 13: Corte histologico longitudinal de miocardio de rato utilizando imuno-marcag¢do com
anticorpo anti-TBK1, apos 4 horas de sobrecarga pressora (Aumento 1.150X). A
marcacdo foi detectada na periferia (cabega de seta) e nucleo (seta) dos miocitos

cardiacos e em regides do sarcoplasma (*) lembrando a distribui¢do dos tabulos-T.
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7 4. Atividade Quinase in vitro

A TBKI1 foi identificada anteriormente cOmo uma serina-quinase capaz de
ativar o fator de transcricio NF-kB através da fosforilagdo das quinases IKKs. Uma vez
ativadas as IKKs fosforilam a proteina repressora da atividade do NF-kB, o que permite a
migrac¢do para o nicleo € a ativaciio do NF-kB (37). Estudos mais recentes indicaram que
a atividade do NF-kB depende, além de sua migragdo para o nucleo de sua fosforilagdo em
residuos de serina, que poderia ser efetivada pela TBK1 (46). Para analisar a atividade de
quinase da TBK1 no miocardio e sua relagdo com a sobrecarga pressora, realizamos
experimentos de quinase in vitro, com TBKI imunoprecipitada de homogenatos de
ventriculo esquerdo de ratos controle e submetidos a sobrecarga pressora em tempos
variaveis entre 30 min e 24 horas. Como substrato para este imunocomplexo, utilizamos
NF-kB imunoprecipitado de homogenatos de coracdes controle. Os resultados deste
experimento sdo apresentados na Figura 14 e indicam que a atividade de quinase associada
a0 imunocomplexo do anticorpo anti-TBK1 é baixa em miocardio controle e aumenta

significativamente em miocardio obtidos de coragdes submetidos a sobrecarga pressora.

Experimentos adicionais utilizando-se a metodologia de co-imunoprecipitat¢do
estenderam os resultados dos experimentos de quinase in vitro, mostrando que ocorre Co-
imunoprecipitagdo entre TBK1 € NF-kB, indicando a associag@o destas duas proteinas ¢

que esta associagdo aumentou em miocardios de coragdes submetidos a sobrecarga

pressora (Figura 15).
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IP: NF-kB p50 C C c C c c C

IP: TBK1
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Figura 14: Blot representativo de experimento de quinase in vitro para analise da atividade
quinase da TBK1. Homogenatos de ventriculo esquerdo de ratos controle e
submetidos a sobrecarga pressora foram imunoprecipitados com anticorpo anti-
TBK1. Como substrato para a reagdo foram utilizados homogenatos de
ventriculos esquerdos de ratos controle imunoprecipitados com anticorpo

anti-NF-kB.
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IP:TBK1 50kDa

1B:NF-kB

Figura 15: Blot representativo de experimento de co-imunoprecipitagdo, onde ventriculos

esquerdos de ratos controle e submetidos a sobrecarga pressora foram co-

imunoprecipitados com anticorpo anti-TBK1 e incubados com anticorpo anti-
NF-kBp50. Pdde-se evidenciar co-imunoprecipitagdo entre TBK1 e NF-kB,
indicando a associagdo destas duas proteinas e que esta associa¢do aumentou

com o decorrer dos tempos de sobrecarga pressora.
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7.5. Avaliagdo da translocacio e ativacio do NF-kB no miocardio induzidas pela

sobrecarga pressora.

O fato de nossos resultados anteriores terem sugerido a ativagdo do fator de
transcrigdo NF-kB no miocérdio de ratos induzida pela sobrecarga pressora € a possivel
participagdo da TBKI neste processo, levou-nos a realizar experimentos para avaliar a

atividade do NF-kB no miocardio submetido a sobrecarga pressora.

Inicialmente realizamos experimentos com a técnica de Western Blot em
extratos nucleares e citosolicos de miocardico. Um experimento representativo deste estudo
esta demonstrado na Figura 16, onde extratos nucleares (A) e citosolicos (B) foram
marcados com anticorpo anti-NFkB. Como demonstrado, ocorreu em miocardios
submetidos a sobrecarga pressora, 0COrreu diminui¢do da quantidade de NF-kB na fracdo
citosdlica, detectavel com 2 horas de sobrecarga, enquanto que simultaneamente ocorreu
aumento na quantidade de NF-kB detectada na fragio nuclear destes homogenatos. Estes
resultados indicam a translocag@o do NF-kB do citosol para o ntcleo, induzida pela
sobrecarga pressora. Os resultados de experimentos realizados com 2a técnica de
imunohistoquimica corroboraram esta hipétese. Como indicado na Figura 17, no miocardio
controle ocorreu marcagdo do citosol e nucleo dos mibcitos cardiacos com anticorpo anti-

NF-kB, enquanto ap0s a sobrecarga pressora, marcagdo nuclear mais intensa foi observada.

Finalmente, realizamos experimentos com a técnica EMSA para a avaliacdo da
atividade transcripcional do NF-kB no miocardio de coragdes submetidos a sobrecarga
pressora. A Figura 18 € de um exemplo representativo de experimento com a técnica
EMSA, indicando que ocorreu maior ligagdo do NF-kB com a sonda marcada (sequéncia
de consenso do NF-kB) no NF-kB obtido de extratos nucleares de ventriculos esquerdos de

coragdes submetidos a sobrecarga pressora.
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Figura 16: Resultado de Western Blot em extratos nucleares e citosolicos de ventriculos
esquerdos controle ¢ submetidos a sobrecarga pressora, para avaliar a
translocacdo do NF-kB. A. auto-radiografia de gel de poliacrilamida 10%
marcado com '*’I Os extratos nucleares foram incubados com anticorpo anti-
NF-kB p50. B. auto-radiografia de gel de poliacrilamida 10% marcado com

1251 extratos citosdlicos foram incubados com anticorpo anti-NF-kB p30.
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Figura 17: Cortes histologicos de miocardio imunomarcados com anticorpo anti-NF-kB,
em situagdo controle e ap6s 24 horas de sobrecarga pressora, para identificagdo
de sua localizagdo ¢ distribuigdo (aumento 960X). No miocardio controle
detectou-se marcagdo do citosol e nucleo dos mideitos cardiacos com anticorpo
anti-NF-kB, enquanto apos 2 sobrecarga pressora (24 horas), houve marcacdo

nuclear mais intensa.
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DNA+Proteina

Figura 18: Auto-radiografia de EMSA de extratos nucleares de ventriculos esquerdos de
ratos controle e submetidos & sobrecarga pressora hibridizados com sonda de
oligonucleotideo que contem a seqiiéncia de consenso para proteina NF-kB ,
com dATP marcado com [« P*]. S (sonda), é o controle negativo da reag@o,
onde noi foi adicionado o homogenato dos miocardios, indicando que nao

houve formagdo dos complexos.
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No presente estudo utilizamos a técnica de mRNA differential display aplicada
ao RNA total obtido de miocardio de ratos para avaliar a regulagdo da expressdo génica
ampla em resposta a sobrecarga pressora aguda provocada por constric¢ao da crossa da
aorta. Pela realizagio de experimentos de mRNA differential display com 9
oligonucleotideos poli-T 11 mer (9 Ts e 2 nucleotideos variaveis alternados entre G, C, A)
e 24 oligonucleotideos aleatorios, obtivemos 43 produtos que apresentaram aumento de
expressdo comparados com produtos de reagdes com RNA do miocardio de ratos controle.
Estes 43 produtos foram isolados, clonados em vetor de clonagem e posteriormente
seqiienciados e avaliados comparativamente com seqiiéncias depositadas no GenBank. Das
seqiiéncias avaliadas, apenas 5 apresentaram elevado grau de homologia com genes ja
conhecidos. Dois destes genes codificam enzimas mitocondriais e trés deles sdo genes que
codificam proteinas relacionadas a vias de sinalizagfo celular a estimulos externos. Um
destes genes, TBK1, também denominado NAK e T2K, despertou nosso interesse por
codificar uma serina-quinase ja descrita anteriormente como importante na ativagao do
fator de transcricio NF-kB (5,37,46). Este fator de transcrigdo tem distribuicdo ubiqua no
organismo e regula a expressio de multiplos genes, envolvidos em respostas celulares a
diferentes estimulos. Outro fato importante sobre a quinase TBK1 € que os poucos estudos
disponiveis sobre sua fungdo apontam-na como uma proteina fundamental para o processo
de sobrevivéncia celular (5,37,38,46). Estudos anteriores demonstraram a inviabilidade de
camundongos knockout da TBKI, por apresentarem apoptose hepatica maciga, 0 que
corrobora a idéia de que esta proteina tem papel importante em vias de sinalizac@o

envolvidas na sobrevivéncia celular.

Estes elementos nos estimularam a realizar experimentos adicionais no sentido
de caracterizar a expressdo, localizagio e provaveis fungdes desta proteina na sinalizagdo
celular 4 sobrecarga pressora em miocérdio de rato. Os resultados destes estudos funcionais
permitiram-nos concluir que a TBKI se expressa no miocardio de ratos em miécitos
cardiacos e células da camada média das artérias corondrias € que aumenta sua expressao
miocardica em coragdes submetidos a sobrecarga pressora. Além disso, demonstramos que
a TBK1 pode localizar-se ndo apenas no citosol, mas também no nicleo de células
miocardicas, particularmente em células miocardicas de coragdes sobrecarregados. Esta

conclusio foi baseada nos resultados de experimentos de western blot realizados em
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extratos nucleares e citoslicos, bem como experimentos com a técnica de marcagao
imunohistoquimica com o anticorpo ati-TBK1. Os resultados destes experimentos foram
ampliados com resultados de experimentos de reacdo de quinase in vitro realizados com
imunoprecipitados de anticorpo anti-TBK1 obtidos de coragdes controle ¢
imunoprecipitados de anticorpo anti-NF-kB obtidos de coragdes controle nao
sobrecarregados. Os resultados destes experimentos mostraram que imunoprecipitados de
anticorpo anti-TBK1 induzem a fosforilacggo do NF-kB, efeito este maior com
imunoprecipitados de anti-TBK1 obtidos de homogenatos de coragdes sobrecarregados,
sugerindo que a ativacdo da TBK1 pode regular a atividade de NF-kB através da

fosforilacdo deste fator de transcri¢do.

Neste contexto, foram realizados experimentos para avaliar a expressdo,
localizagdo e atividade do NF-kB no miocardio de ratos submetidos a sobrecarga de
pressdo. Os resultados de experimentos realizados com a marcagio com o anticorpo anti-
NF-kB em extratos nucleares e citosolicos indicaram a translocacdo do NEF-kB do citosol
para o nucleo em miocardios de coragbes sobrecarregados, sendo estes resultados
corroborados por aqueles obtidos com imunomarcagio do miocardio em experimentos com
imunohistoquimica que indicaram marcagdo mais intensa nos nicleos dos mi6citos
cardiacos de coracdes sobrecarregados que nos controles. Finalmente, experimentos com a
técnica EMSA indicaram a sobrecarga pressora induz a aumento da atividade do NF-kB no
miocardio de ratos, indicada pela maior ligagdo de NF-kB de extratos nucleares obtidos de
miocérdios sobrecarregados. E digno de nota o fato de que tanto a translocac@o para o
nticleo como o aumento na atividade de ligagdo com DNA do NF-kB ocorreram
simultaneamente com o aumento da expressdo de TBKI e com o aumento da atividade dos
imunoprecipitados do anticorpo anti-TBK1, o que sugere uma relagdo de causa e efeito

entre as ativagdes da TBK1 e do NF-kB no miocardio induzidas pela sobrecarga pressora.

Nossos resultados sio os primeiros a caracterizar a presenga da TBKI1 no
miocardio de ratos, bem como a demonstram 0 possivel envolvimento desta enzima na
sinalizagdo celular em miocérdio ativada por sobrecarga mecénica. Estudos prévios
detectaram a presenca de mRNA de TBK1 em coracdes humanos utilizando a técnica de

northern blot (46), porém nenhum dado foi publicado a respeito dos niveis de expressdo da
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proteina, tipos celulares, regulagiio e seu papel no coragdo em condigdes fisiologicas e
fisiopatologicas. Nossa demonstragdo, no presente estudo, de que a TBK1 sofre uma rapida
associacio com NF-kB e a indugdo de fosforilagdo do NF-kB por imunoprecipitados do
anticorpo anti-TBK1 estd de acordo com a nogdo geral de que a TBKI1 tem papel

importante na ativagéo do NF-kB (5,3 7,46).

Embora os detalhes dos mecanismos pelos quais a TBK1 ativa o NF-kB ainda
sejam desconhecidos e ndo tenhamos realizado, neste estudo, analises mais detalhadas que
pudessem esclarecer este topico, SuUpomos que 2 TBK1 pode mediar a ativagdo do NF-kB

no miocérdio sobrecarregado através de pelo menos dois mecanismos diferentes.

Um dos mecanismos seria através da indugo da translocac¢do do NF-kB para o
nticleo. Neste contexto, demonstrou-se anteriormente que a a TBK1 ¢ necesséria para a
ativagdo da IKKP (5,37,46). Esta quinase, por sua vez, € responsavel pela fosforilagao e
dissociagdo do I-kB do NF-kB, o que permite a migragdo do NF-kB para o ntcleo. Este,
por sua vez, € considerado um passo fundamental na regulacio da expressdo génica por este
fator de transcrigdo (2,37,46)

Por outro lado, a TBK1 poderia atuar através da ativacdo do NF-kB, fato este
sugerido pela fosforilagio do NF-kB induzida pelo imunocomplexo do anticorpo anti-
TBK 1. Esta hipétese foi também sugerida em estudos anteriores (37). Neste caso, o0 TBK1
estaria envolvido na regulagdo, induzida por sobrecarga, do NF-kB através da ativagdo de
sua atividade transcricional. Contudo, sio ainda necessarios estudos adicionais para
esclarecer diversos pontos obscuros. Assim, € preciso esclarecer se a TBK 1 induz a
fosforilacio do NF-kB diretamente ou via quinases associadas (IKK,a,B), determinar a
identidade dos residuos fosforilados do Nf-kB e sua importincia para a atividade

transcricional deste fator .

Dado o fato de que o estimulo mecénico ativa vias de sinalizagfo através de
multiplos mecanismos, seria importante também conhecer a identidade dos receptores de
membrana que estdo envolvidos no inicio da cascata de ativagdo da TBK1, assim como 0s
fatores envolvidos na regulagio de sua transcrigdo. Neste momento podemos apenas

especular a respeito desse topico baseados em resultados de estudos prévios que
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demonstraram a ativacio da TBKI1 por vias de sinalizag3o ativadas por citocinas € fatores
receptores de crescimento (5.,46). E digno de nota que, estes fatores também estdo
envolvidos nas respostas de sinaliza¢@o celular miocardicas a estimulos hipertréficos.
Merecera esclarecimento, portanto, se a TBKI1 funciona como mediador intracelular destes

estimulos.

Nossos dados mostraram que a TBKI1 ¢ expressa em niveis relativamente
baixos em miocardio de ratos controles € sua transcrigdo ¢ aumentada no miocardio por
sobrecarga pressora. Esses dados sao compativeis com resultados de outras fontes (5,37,46)
que indicam a presenca de TBK1 em niveis baixos em células ndo estimuladas ¢ sua
indugsio por estimulos, tal como tratamento com TNF, por exemplo. Este comportamento
nio é usual para moléculas envolvidas em cascatas de sinalizagfo celular, ja que
normalmente moléculas sinalizadoras sao ativadas por mecanismos pos-translacionais
como fosforilagdo, por exemplo. A explicagdo para a necessidade de aumento de expressio
da TBK1 nio ¢ aparente. No entanto, nossos dados também mostraram que a TBK1 pode se
translocar para o nicleo o que poderia sugerir que esta enzima poderia ser catabolizada
ap0s ativar o NfkB no nicleo, necessitando, assim, maior transcricdo em situacdes de

maior atividade.

Finalmente, a demonstragao em nosso estudo da ativagio do NF-kB, cerca de
duas horas apds a coarctag@o da aorta, é compativel com a idéia de que o NF-kB pode
exercer uma fungdo na regulagio génica durante a resposta inicial 2 sobrecarga de pressdo
no ventriculo esquerdo. Este achado ¢ compativel com resultados de outros estudos que
demonstraram que o NF-kB ¢ essencial para o crescimento hipertréfico e manutengéo dos
mi6citos cardiacos em resposta a Vvarios mecanismos de estresses (18,38). Ainda neste
contexto, demonstrou-se que o NF-kB tem fungdo central na regulacdo da expressdo de
ANF (marcador do crescimento hipertréfico de midcitos cardiacos) durante o crescimento
hipertréfico  (25,26,38). Demonstrou-se que o NF-kB medeia a indugdo de
angiotensinogénio e regula a expressao de citocinas, TNF e IL6 (2), os quais poderiam
gerar um sinal de retro-alimentagfio positiva, que por sua VezZ prolongaria a resposta
hipertrofica.
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Este estudo mostrou que a técnica de mRNA differential display de analise da
expressio génica ampla ¢ adequada ao estudos dos mecanismos de regulagdo génica
envolvidos na resposta do miocérdio 4 sobrecarga pressora. Apesar de ter baixa
sensibilidade para a detecgdo de produtos génicos, a identificagdo de genes especificos
pouco explorados quanto a0 seu papel no processo de controle da resposta miocardica a
sobrecarga pressora, pode permitir avan¢os no conhecimento da patogénese da hipertrofia ¢

insuficiéncia cardiacas.

A identificagdo da quinase TBK1, no presente estudo, juntamente com 2
informagdo prévia de que esta enzima pode ser um importante elemento no controle da
atividade do NF-kB, fator de transcri¢do com importincia potencial na resposta miocérdica
4 sobrecarga pressora levou-nos a investigar mais profundamente a TBK1 em estudos
funcionais. Os resultados desta analise permitem-nos concluir que o TBK1 ¢é ativado,
aumenta a expressdo e modula a atividade do NF-kB durante os eventos iniciais apos o

estabelecimento de sobrecarga pressora no miocardio.
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