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RESUMO



A expressdo precoce dos genes de expressdo imediata constitui uma caracteristica
fundamental do miocérdio durante o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. O gene de
expressdo imediata c-jun codifica um fator de transcri¢io que tem sido apontado como um
importante regulador da resposta hipertréfica em mi6ceitos cardiacos.

Neste estudo, investigamos se a sobrecarga pressora aguda ou o tratamento com
fenilefrina estimulou a transcricio de c-jum em midcitos cardiacos e avaliamos a
importincia dos fatores de transcriciio da familia MEF2 neste processo. Experimentos de
immunoblotting ¢ imunohistoquimica demonstraram que MEF?2 ¢ bastante EXpresse no
miocérdio de ratos e é localizado predominantemente no niicleo de midcitos cardiacos.
Ensaios de “gel shift” de extratos nucleares revelaram um aumento significativo na
afinidade de MEF2 pelo DNA apés 1 e 2 horas de sobrecarga pressora. Demonstramos
também que a sobrecarga pressora induziu a uma translocacfio nuclear progressiva e
ativagdo de ERKS. Experimentos de co-imunoprecipitacio e de atividade quinase in vitro
indicaram que a atividade da ERKS foi paralela a uma maior associagiio entre ERK5/MEF?2
e a uma maior capacidade da ERKS fosforilar MEF2 in vitro. Ensaios de gene reporter
utilizando transfecgdo in vive de plasmideos contendo o promotor do c-jun demonstraram
que a sobrecarga pressora induziu a um aumento consistente na transcrigio de C-jun no
miocardio de ratos. Ao se utilizar plasmideos contendo o premotor do e-jur mutado no sitio
MEF2, observamos que n@o houve ativagio da transcrigio do c-jun em resposta i
sobrecarga hemodinfimica. A mutacdo do sitio MEF2 também aboliu a ativacdio do
promotor do c-jun em reposta ao tratamento com fenilefrina em midcitos cardiacos
ventriculares de ratos neonatos. Além disto, demonstramos que a transfeccio dos midcitos
ventriculares de ratos neonatos com um oligodeoxinuclectideo ERK5-antisenso inibiu a

ativagiio do promotor do c-jun em resposta & fenilefrina. Estes achados identificam MEF2

Resumo
XXXIIT



como um regulador potencial da transcrigio do c-jun e sugerem que ERKS pode ser um
importante mediador da ativacdo do promotor do c-jun e de MEF2 em resposta a estimulos
hipertréficos em midcitos cardiacos.

Além de estudar a regulagio da expressio de c-Jun, também investigamos a sua
ativacio no miocérdio submetido & sobrecarga pressora aguda. Experimentos de
immunoblotting utilizando subfragdes celulares e estudos de imunohistoquimica
demonstraram que a sobrecarga pressora induziu a um aumento concomitante na expressao
de c-Jun e na fosforilag3o na serina-63 no nicleo de miécitos cardiacos. Observamos que a
fosforilagiio de c-Jun foi paralela & fosforilagio e translocagio de JNK1 para o nicleo de
midcitos cardiacos. Além disto, ensaios de “gel shift” revelaram que a sobrecarga pressora
induziu a um aumento na atividade de ligacdio de c-Jun com o DNA, que se correlacionou
com o aumento de sua expressdo. Estes dados demonstram que c-Jun ¢ regulado por uma
combinagio de expressio e fosforilagio e indicam que este sinergismo amplifica a ativagdo

de ¢-Jun no miocardio de ratos submetido a sobrecarga pressora.
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1.1. SOBRECARGA HEMODINAMICA E HIPERTROFIA VENTRICULAR.

A hipertrofia ventricular é uma resposta adaptativa do miocardio & sobrecarga
hemodindmica (HEFTI et al,, 1997). Em situagdes de sobrecarga pressora cronica, tais
como a hipertensio arterial sistémica e a coarctagio da aorta, a hipertrofia miocéardica
produz diminui¢3o do raio da cavidade ventricular e aumento na espessura de sua parede,
resultando em normalizagéio da tensio na parede ventricular (LORELL & CARABELLOQ,
2000).

Apesar de ser considerada uma resposta compensatéria ao aumento da tensfo
parietal, a hipertrofia ventricular esquerda ¢ também fator de nisco para morbidade ¢
mortalidade cardiovascular, presumivelmente por predispor a eventos isquémicos
miocardicos, arritmias cardiacas e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (LORELL &
CARABELLOQ, 2000). Este fato € bem ilustrado em uma meta-andlise recentie envolvendo
mais de 48 mil pacientes, que demonstrou risco médio de 2,3 vezes de morbidade
cardiovascular associado & hipertrofia ventricular esquerda, independente do nivel de
pressdo arterial e de outros fatores de risco (VAKILI et al., 2001).

Evidéncias epidemiolégicas demonstram que a hipertensio arterial sistémica é o
principal fator de risco para o desenvolvimento de hipertrofia ventricular esquerda
(DEVEREUX & ROMAN, 1995). Por exemplo, em pacientes com hipertensfo arterial
sistémica essencial leve a moderada, estima-se que a incidéncia de hipertrofia ventricular
esquerda, avaliada por indices ecocardiograficos, situa-se entre 12 e 30% em adultos
hipertensos ndo selecionados e entre 20-60% em pacientes com hipertensiio arterial ndo

complicada avaliados em centros de referéncia (DEVEREUX & ROMAN, 1995). Estes
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dados indicam que a sobrecarga hemodinamica € um determinante principal do fenétipo
hipertréfico do miocardio.

Contudo, os mecanismos celulares envolvidos no aumento da massa ventricular
esquerda em resposta a sobrecarga hemodindmica ainda nfo foram elucidados. Neste
contexto, diversas vias moleculares que traduzem o estimulo hipertréfico em sinais
bioquimicos tém sido descritas como importantes para o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca (HEFTI et al., 1997; HUNTER & CHIEN, 1999; SUSSMAN et al., 2002; FREY
& OLSON, 2003). Nao obstante, pouco se sabe sobre os mecanismos envolvidos na

regulacio génica que determina o fendtipo hipertréfico em resposta & sobrecarga pressora.

1.2. GENES DE EXPRESSAQ IMEDIATA, C-JUN E HIPERTROFIA CARDIACA.

Na hipertrofia cardiaca ha um aumento na massa e volume dos miocitos
terminalmente diferenciados, resultando em um incremento do peso cardiaco sem aumento
do nimero de midcitos cardiacos (CHIEN et al., 1993). Durante este processo, 0s miocitos
cardiacos ativam um padrio distinto de express@io gémica que resulta em alteragdes
qualifativas e quantitativas no contelido de proteinas contrateis (CHIEN et al, 1991;
RUWHOF & VAN DER LAASRSE, 2000). Trés classes de genes tém sido descritas como
reguladas pela sobrecarga pressora sustentada: os genes de expressdo imediata, 0s genes
que codificam proteinas fetais e os genes de expressio constitutiva (KOMURO et al., 1988;
IZUMO et al.,, 1988; KOMURO & YAZAKI, 1993) (TABELA 1). Como indicado na
TABELA 1, os primeiros genes ativados por sobrecarga pressora s80 0s genes de expressdo

imediata.
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TABELA 1. Expressdo génica no miocardio submetido 4 sobrecarga pressora sustentada.

Classes de Genes Exemplos Periodo de expressio apés
sobrecarga hemodinimica
Genes de expressdo | c-jun 10 minutos — 18 horas
imediata
m c-fos
c-myc
egr-1

Genes fetais

P-miosina de cadeia pesada
fator natriurético atrial

alfa-actina esquelética

6 horas em diante

Genes de expressido

constitutiva

Miosing de cadeia leve-2v

a-miosina de cadeia pesada

12-24 horas em diante

Este padrio de expressdo génica é observado tanto em modelos de sobrecarga

hemodinidmica em animais, como em midcitos cardiacos isolados tratados cronicamente

com agonistas ou submetidos a estiramento mecanico sustentado (SADOSHIMA et al,,

1992; SADOSHIMA & IZUMO, 1997, YAMAZAKI et al., 1998). Este dados indicam que,

embora diferentes vias de sinalizaciio celular sejam ativadas por estimulos hipertroficos

distintos, o programa génico relacionado as alteragdes fenotipicas da hipertrofia cardiaca

encontra-se conservado.

Os genes de expressdo imediata apresentam uma expressdo bastante precoce e

codificam fatores de transcricio expressos normalmente em pequenas quantidades em

midcitos cardiacos, tais como o c-Jun, c-Myc e c-Fos. Embora o aumento nas suas
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expressdes seja limitado apds o estimulo hipertréfico, diversos estudos demonstraram que
estes fatores de transcricio, ¢ em especial o c-Jun, exercem um papel importante na
ativag@io subsequente do programa génico associado & hipertrofia cardiaca, tais como o-
actina esquelética (BISHOPRIC et al., 1992), fator atrial natriurético (CORNELIUS et al,,
1997), e miosina de cadeia leve-2v (GOSWAMI et al., 2001).

O papel dos genes de expressdo imediata no desenvolvimento das alteracdes
fenotipicas da hipertrofia cardiaca ¢ pouco conhecido. Em estudos recentes, camundongos
transgénicos com expressio da forma ativa de ¢c-Myc no miocardio desenvolveram
hipertrofia cardiaca (XIAO et al, 2001). Por outro lado, midcitos cardiacos de ratos
transfectados com um dominante negativo de c-Jun n#o desenvolveram hipertrofia em
resposta a estimulos com endotelina e fenilefrina (OMURA et al., 2002).

De maneira geral, a regulagdo dos genes de expressdc imediata em celulas
miocardicas submetidas a estimulos hipertroficos ¢ ainda pouco conhecida. No entanto,
varios estudos demonstraram um aumento precoce e breve na expressdo de RNA
mensageiro de c-Jun no miocardio submetido & sobrecarga hemodindmica assim como em
midcitos cardiacos isolados tratados com agonistas ou submetidos a estiramento mecinico
(SCHUNKERT et al., 1991; ROCKMAN et al, 1991; SADOSHIMA et al., 1992;
CLARKE et al., 2002).

O complexo AP1 (Proteina Ativadora-1) € um fator de transcri¢do formado pela
homo e heterodimerizacio dos fatores de transcrigdo c-Jun, ¢-Fos e ATF2 (Fator Ativador
de Transcrigio-2) (KARIN et al,, 1997). Este complexo € reconhecido por regular genes
envolvidos em diversos eventos celulares, tais como proliferagdo, sobrevivéncia e
hipertrofia celular (ANGEL & KARIN, 1991; OMURA et al., 2002). O c-Jun é um dos

principais componentes do complexo AP1 e pode ser regulado tanto pelo aumento em sua
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expressdo quanto por modificagdes em sua atividade de transcri¢o (ou transativagdio). A
abundéancia de c-Jun é regulada principalmente pelo aumento em sua transcricdo génica
(KARIN, 1995). Por outro lado, a fosforilagdo de serinas e treominas em seu dominio
armino-terminal mediada por proteinas quinases conhecidas como Proteinas Quinases
Ativadas por Mitégenos (MAPKs) pode aumentar a meia-vida da proteina por inibir a sua
degradacio pelo sistema ubiquitina (MUSTI et al., 1997). Neste caso, a fosforilacdo de c-
Jun nas serinas 63 e 73 pelas Quinases N-Terminal de c-Jun ou JNKs (uma subfamilia das
MAPKS5) é a principal mediadora deste processo (KARIN et al., 1997). Além de aumentalr a
estabilidade protéica, a fosforilagio de c-Jun nas serinas 63 € 73 € também a principal
responsavel pelo aumento de sua atividade de transcrigio (SMEAL et al., 1994).

O promotor do gene c-jun contém sitios de ligagio para diversos fatores de
transcrigio tais como Spl, GATAA, AP1 e MEF2 (COSO et al. 1997) (FIGURA 1).
Porém, evidéncias obtidas em modelos experimentais distintos tém indicado que os sitios
AP1 ¢ MEF?2 s#o os elementos regulatérios mais importantes para a transcri¢do de c-jun em
resposta a estimulos extracelulares (COSO et al,, 1997, MARINISSEN et al., 1999; SHIN
& HAN, 1999; ANDREUCCI et al., 2002). A observagio de que a transcricio de c-jun
pode ser regulada pelo complexo AP1 possibilita que o fator de transcri¢ho c-hun possa
também regular a sua propria transcriciio (ANGEL et al., 1988).

O entendimento dos mecanismos envolvidos na regulacdo da expressdo e ativagdo
de c-Jun no miocéardio em resposta a estimulos hipertroficos ¢ ainda incipiente. Algumas
evidéncias demonstraram que c-Jun encontra-se precocemente fosforilado em ventriculos
esquerdos submetidos & sobrecarga pressora aguda (FISCHER et al., 2001). Por outro lado,
estudos prévios distintos mostraram que a sobrecarga pressora aguda induz a um rapido

aumento na expressio do RNA mensageiro de c-jun no miocardio de ratos (SCHUNKERT
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et al,, 1991; ROCKMAN et al., 1991). Entretanto, a contribuicdo destes eventos para a
ativagio de c-Jun no miocérdio, assim como a caracterizagdo dos mecanismos regulatorios

de sua expressdo em resposta a sobrecarga pressora permanecem desconhecidas.

-250 -120 -80 -40 +1 +150
| I I 1 i

i
_l | M l D‘D I—) I
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Spl  CAAT AP-1 MEF2 GATAA
BOX

FIGURA 1. Diagrama esquemdtico do promotor do c-jurn contendo seus principais
elementos regulatorios.

1.3. OS FATORES DE TRANSCRICAO MEF2.

Varios fatores de transcricdo que regulam a expressdo génica no coragdo foram
inicialmente descritos em células de misculo esquelético indicando que o musculo cardiaco
e o esquelético compartilham alguns fatores reguladores (GUPTA et al., 1991; YU et al,,
1992; MOLKENTIN et al., 1993). Um destes fatores € o fator ativador de miécitos (MEF2
- myocyte-specific enhancer binding factor-2 ou myocyte enhancer factor-2).

Sitios potenciais de ligagdo para o MEF2 foram identificados em regides
promotoras de VArios genes expressos no coracdo, incluindo creatina-quinase, miosina de
cadeia leve e miosina de cadeia pesada, sugerindo que o MEF2 poderia influenciar a
expressiio génica no coraciio (AMACHER et al.,, 1993; NAVANKASATTUSAS et al,

1992; ADOLPH et al., 1993).
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Os fatores MEF2 encontram-se ativados durante o crescimento cardiaco fisiologico
e sdo essenciais para o desenvolvimento normal do coracdo (LIN et al, 1997;
KOLODZIEJCZYK et al., 1999; NAYA et al., 2002). Por outro lado, as proteinas MEF2
encontram-se também ativadas em modelos distintos de hipertrofia cardiaca, incluindo
situagdes de sobrecarga cronica de pressio e volume (MOLKENTIN & MARKHAM,
1993; DOUD ET AL., 1995) e em animais transgénicos (KOLODZIEJICZYXK et al., 1999,
PASSIER et al. 2000). Esta ativacio de MEF2 em multiplos modelos de hipertrofia
cardiaca sugere que estes fatores podem exercer um papel central na regulagio de
mecanismos de sinalizagfo celular durante o crescimento cardiaco normal e hipertrofico.

Ligaciio-DNA )
Dimerizagio Transativagio

s
- - -

MADS MEF2 507
MEF2A '
/U\ M

MEF2C

534

MEF2D
FIGURA 2. Diagramas esquematicos das isoformas dos fatores MEF2. Os produtos dos 4
genes que as codificam sdo demonstrados (MEF2A, MEF2B, MEF2C,
MEF2D). Exons alternativos dentro dos dominios de transativagfio C-terminal

s3o indicados, assim como o numero de aminoacidos na forma completa de
cada proteina.
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Quatro genes distintos codificam proteinas MEF2 (OLSON et al., 1995), Os genes
sdo designados, respectivamente, mef-24, B, C, D e compartilham mais de 80% de
homologia na extremidade NH; terminal conhecida como MADS (de: fatores de transcricio
MCMI1, Agamous, Deficiens e Serum response factor) e um dominio adjacente conhecido
como MEF2 (FIGURA 2). O Dominio MADS promove homo e heterodimerizagio ¢
interac@o com fatores de transcrigiio basais tipo helix-loop-helix enquanto que o dominio
MEF2 ¢ responsavel pela ligagdio com a sequéncia especifica de DNA (POLLOCK &
TREISMAN, 1991; MARTIN et al,, 1993; MARTIN et al., 1994). A porcio C-terminal é
responsével pela atividade de transcricio génica (ou tramsativagio) e apresenta-se em
tamanhos e constitui¢io variaveis devido a “splicing alternativo” dos genes mef2 (BLACK
& OLSON, 1998).

A regulagio dos fatores de transcricio MEF2 se faz por modificacdo da afinidade de
ligac@o por sua sequéncia especifica no DNA, no controle de sua localizaciio nuclear e na
modulagdo de sua capacidade de estimular a transcri¢io génica (ou transativacio) (BLACK
& OLSON, 1998).

Dentre os mecanismos especificos de regulacio, foram descritos: a interaciio com as
Deacetilases de histona Classe II (HDACS), a desfosforilagio mediada por calcineurina e a
fosforilagdo reversivel em residuos de treonina e serina mediada por proteinas quinases.

As HDACs reprimem a atividade de MEF2 ao deacetilar a porcdo N-terminal das
histonas, o que resulta em condensacio da cromatina (PASSIER et al., 2000; LU et al.,
2000). Este mecanismo inibe a atividade de transcricio de MEF2, porém sem afetar a
afinidade de MEF2 pelo DNA. Neste contexto, a Calmodulina Quinase estimula a atividade
de transcricio de MEF2 principalmente por libera-lo dos efeitos inibitérios das HDACs,

através da fosforilagiio de dois residuos de serina na regifio N-terminal das HDACs
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(MCKINSEY et al., 2000). A fosfatase calcineurina tambem pode aumentar a atividade de
transcrigio de MEF2, através da desfosforilacio de alguns residuos especificos (PASSIER
et al., 2000; WU et al., 2000).

Diversas proteinas quinases podem fosforilar e ativar diretamente o0s fatores de
transcricio MEF2, incluindo-se Caseina Quinase II (MOLKENTIN et al, 1996),
Calmodulina Quinase (BLAESER et al, 2000) e Proteinas Quinases Ativadas por
Mitégenos (MAPKs) (HAN et al,, 1997; KATO et al,, 1997; YANG et al., 1998; BLACK
& OLSON, 1998; ORNATSKY et al., 1999; ZHAO et al,, 1999; YANG et al., 1999;
ZETSER et al., 1999).

A fosforilaciio mediada por Caseina Quinase II estimula a ligagdo de MEF2 com
DNA mas é encontrada de maneira constitutiva in vivo, ndo sendo considerada, desta
forma, um mecanismo regulatério importante (BLACK & OLSON, 1998).

A Calmodulina Quinase fosforila e ativa diretamente a isoforma MEF2D
(BLAESER et al., 2000), mas seu efeito regulatério sobre MEF2 ¢ basicamente devido a
sua acdio sobre as HDACs, conforme discutido anteriormente (MCKINSEY et al., 2002).

As principais quinases implicadas na ativaco direta de MEFZ t€m sido as MAPKSs.
Porém, entre as subfamilias de MAPKs conhecidas até o momento, apenas a p38 ¢ a
Quinase Responsiva a Estimulos Extracelulares-5 (ERKS) tém sido descritas como capazes
de fosforilar e ativar isoformas de MEF2 (MARINISSEN et al, 1999; HAN &
MOLKENTIN, 2000).

Apesar de as proteinas MEF2 estarem intimamente relacionadas a regulaciio da
expressio de proteinas exclusivamente musculares, evidéncias recentes tém indicado um
papel relevante desta familia de fatores de transcri¢do na regulacdo de genes de expressdo

imediata. Bxperimentos em células HelLa, fibroblastos, linfocitos T, células C2C12 e
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mibeitos vasculares demonstraram que MEF2 apresenta uma agiio central na regulacdo da
transcricdo de c-jun in vitro (HAN & PRYWES, 1995; COSO et al., 1997; SHIN & HAN,
1999; ANDREUCCI et al, 2002; SUZUKI et al, 2002). Estes dados permitem a
formulagio da hipétese de que as proteinas MEF2 poderiam também regular a expressio
dos genes de expressdo imediata em outras células, como os midcitos cardiacos, os quais
apresentam uma expressao significativa de MEF2 (OLSON et al., 1995).

Estudos em modelos transgénicos investigaram o efeito de algumas proteinas
moduladoras da ativagio de MEF2 no desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. Por
exemplo, a hiperexpressio de Calmodulina Quinase IV no miocardio induziu a um aumento
na atividade de transcri¢io de MEF2 e ao desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em
camundongos (MCKINSEY et al., 2000). Em concordéncia com estes dados, camundongos
transgénicos que expressaram uma forma mutante de HDAC, 2 qual nfio se dissociava de
MEF2, inibiu a ativagio de transcrigio de MEF2 e o desenvolvimento de hipertrofia
cardiaca em resposta estimulos hipertroficos (ZHANG et al., 2002). Por outro lado, foi
demonstrado que a p38 fosforila 0 MEF2 no miocérdio hipertréfico de camundongos
transgénicos mdx. MyoD-/-, os quais apresentam mutagio nos genes da distrofina e do fator
de transcricdo MyoD (KOLODZIEJCZYK et al., 1999). Contudo, a importincia dos
diversos mecanismos regulatérios na ativagio de MEF2 em modelos fisioldgicos de

hipertrofia cardiaca permanece ainda desconhecida.

1.4. HIPERTROFIA CARDIACA E MAPKs.

Virios receptores na superficie celular transmitem seus sinais ao niicleo através de

cascatas membrano-citoplasmaticas constituidas por proteinas quinases. Conforme descrito
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anteriormente ¢ ilustrado na FIGURA 3, as MAPKSs tém papel importante na regulacgo de
c-Jun e MEF2. As MAPKSs constituem os componentes finais de vias que regulam diversos
processos celulares, tais como transcri¢do génica e crescimento celular (COBB, 1999).
Fxistem 4 subfamilias de MAPKs bem caracterizadas em mamiferos: as Quinases
Responsivas a Estimulos Extracelulares (ERKs), as Quinases N-Terminal de c-Jun (JNKs),
a p38 e a Quinase Responsiva a Estimulos Extracelulares-5 (ERKS5).

As INKs possuem diversas isoformas que se agrupam em bandas em torno de
54KDa (JNK2) e 46KDa (JNK1). As isoformas das p38-MAPKs pesam cerca de 38KDa
(origem de seu nome), enquanto as ERKs possuem duas isoformas principais: ERKI1
(44KDa) e ERK2 (42KDa) (COHEN, 1997; COBB, 1999). Ja a ERKS5 pesa
aproximadamente 90KDa e por este fato & também chamada de BMK! ou Big MAPK
(ZHOU et al., 1995). Esta (ltima proteina possui uma particularidade, que ¢ a presenca de
um dominio C-terminal que interage exclusivamente com componentes da familia de
fatores de transcricio MEF2 (KASLER et al., 2000).

As MAPKs sio ativadas por fosforilagio de residuos de treonina e tirosina
catalisadas por MAPK-Quinases (MKKs) especificas (SUGDEN & CLERK, 1998;
LAWLER et al., 1998). Por exemplo, as ERKs s#o ativadas pelas MKK1 e 2, as INKs pelas
MKK4 e 7, as p38-MAPKs pelas MKK3 e 6 e a ERKS pela MKKS.

Todas as MAPKs fosforilam residuos de serina e treonina em substratos com o
consenso minimo (Serina/Treonina)Prolina, mas fatores adicionais influenciam a
especificidade do substrato. Os substratos das MAPKs icluem diversos fatores de
transcrigdo, como Elk1, c-Jun, ATF2, e MEF2, os quais sdo fosforilados em seus dominios
de transativacio, aumentado sua capacidade de estimular a transcrigdo génica (COHEN,

1997; SUGDEN & CLERK, 1998).
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ESTIMULOS
(Agonistas hipertroficos, estresse
mecanico, estresse oxidativo,
interleucinas, isquemia)

MKK1/2 MKK4/7 MKK3/6 MKK5 MKKs

ooy

ERK1/2  JNK1/2  p38 ERK5 MAPKs
Elk1 c-Jun ATF2 MEF2 Fatores de transcricéo

Ny v A

REGULAGCAO DA TRANSCRIGCAO

FIGURA 3. Diagrama esquematico das vias de sinalizacio das subfamilias das Proteinas
Quinases Ativadas por Mitégenos (MAPKSs) e seus principais substratos (fatores
de transcricao).

Os estimulos responsaveis pela ativagdo das MAPKs em midcitos cardiacos podem
ser miltiplos e discrepantes, podendo-se incluir fatores de crescimento, interleucinas,
hipoxia e estresse mecdnico. A cascata ERK ¢ ativada em midcitos cardiacos
principalmente por agonistas do Receptor Acoplado & Proteina-G, como a Endotelina-1,
Angiotensina Il e fenilefrina (SUGDEN & CLERK, 1997). Por outro lado, evidéncias
recentes tém indicado a ativagfio desta via através de proteinas mecano-sensiveis como o
complexo Integrinas-Quinase de Adesio Focal (SEKO et al., 1999; FRANCHINI et al.,
2000). As cascatas JNK e p38-MAPK sdo ativadas preferencialmente por condigdes que

levam ao "estresse" celular, incluindo: choque hiperosmoético (BOGOYEVITCH et al.,
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1995), hipéxia/reoxigenagio (LADEROUTE & WEBSTER., 1997), radicais livres
(CLERK et al., 1998) e sobrecarga mecanica (KOMURO et al., 1996), embora agonistas do
Receptor Acoplado & Proteina-G também as ativem (SUGDEN, 1999). Por fim, a ERKS
pode ser ativada por estresse oxidativo, fatores de crescimento, interleucinas e sobrecarga
mecanica (NICOL et al., 2001; TAKEISHI et al., 2001).

As MAPKs tém sido apontadas como moléculas sinalizadoras importantes para o
desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. Todas as MAPKSs esto ativadas em homogenatos
de miocardios de roedores submetidos & sobrecarga pressora cronica e esta ativaglo parece
estar correlacionada 2 manutencio do fendtipo hipertréfico (CHOUKROUN et al., 1999;
SENBONMATSU et al., 2000; TAKEISHI et al., 2001). Por outro lado, ERKs, JNKs € p38
também se encontram precocemente ativadas em homogenatos cardiacos de animals que
sofreram sobrecarga hemodinamica aguda (KIM et al., 1999; FRANCHINI et al, 2000;
FISCHER et al., 2001). A hiper-expressdo in vitro de componentes das quatro subfamilias
das MAPKs em mibcitos cardiacos promoveu o desenvolvimento do fenétipo hipertrofico
nestas células (SUGDEN & CLERK, 1998; CLERK, 1999; NICOL et al., 2001). Por outro
lado, animais transgénicos hiper-expressando componentes das vias das ERKs e ERKS no
coragio desenvolveram hipertrofia cardiaca (BUENO et al,, 2000; NICOL et al., 2001).

Nio obstante, os eventos celulares regulados pela ativagdo precoce das MAPKs em
células cardiacas permanecem desconhecidos. Um possivel efeito da ativagdo precoce das
MAPKs poderia ser a regulagdo de genes de expressdo imediata no coragdo, através da
fosforilagio de fatores de transcri¢o como o c-Jun, ATF2 e MEF2 (COHEN, 1997,
THOMSON et al., 1999). Recentemente, algumas observagdes tém indicado que algumas
MAPKs participam na regulagdo da expressio de c-Jun em midcitos cardiacos isolados

tratados com endotelina (CLERK et al., 2002). Contudo, a regulacio miocardica de genes
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de expressdo imediata mediada pelas MAPKs em modelos fisiolégicos de sobrecarga

hemodindmica permanece inexplorada.

Introducdo

50



31

2. OBJETIVOS



Os objetivos do presente estudo foram:

1. Estudar a expresszo, distribuicdio e ativacio de MEF2, assim como sua regulagiio por

MAPKSs em ventriculos esquerdos submetidos & sobrecarga pressora aguda.

2. Determinar a expressiio e distribuicio de c¢-Jun em tecidos cardiacos submetidos a

sobrecarga pressora aguda.

3. Investigar os mecanismos regulatorios da expressiio miocardica de c-Jun por sobrecarga

pressora aguda.

4. Investigar a ativagio do fator de transcric3o c-Jun em ventriculos esquerdos submetidos

4 sobrecarga pressora aguda.

5. Estudar a influéncia de MEF2 e ERKS5 na transcricio de c-junm em midcitos

ventriculares de ratos neonatos estimulados com o agonista hipertréfico fenilefrina.
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3.1. Animais: Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar, pesando entre 150g a

200g, fornecidos pelo Biotério Central da UNICAMP (CEMIB).

3.2. Materiais:

3.2.1. Anticorpos:

Anticorpos policlonais para MEF2 (sc-313), p38 (sc-7149), c-Jun (sc-1694), INK (sc-474)
e monoclonais para fosfo-p38 (sc-7973), fosfo-c-Jun (sc-822) e fosfo-JNK (sc-6254) foram
adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA). Anticorpos policlonais
para ERKS5 (442686) foram obtidos da Calbiochem (EMD Biosciences, Darmasdadt,
Alemanha). Anticorpos contra imunoglobulina G de camundongos, contra imunoglobulina
de coelhos conjugados 3 peroxidase e contra imunoglobulina de coelhos conjugados a

biotina foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).

3.2.2. Enzimas, reagentes, sais e drogas

Calbiochem (Darmasdadt, Alemanha)
Metano-hidroximetilamina (Trisma), Acido (hidroxi-piperazina)etanosulfénico (HEPES),

fosfato de sédio, fosfato monobasico de sédio, ditiotreitol, ortovanadato de sodio.

Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA).
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Albumina bovina, aprotinina, poli-L-lisina, acrilamida, bis-acrilamida, penicilina e
estreptomicina, fluoreto de fenilmetilsulfonila  (PMSF), fenilefrina, 3,3'-
diamionobenzidina, vermelho de fenol, azul de tripan, azul de bromofenol, hematoxilina,

estreptavidina conjugada a Cy2, rodamina conjugada a faloidina.

Merck S/4 (Ind. Quim., RJ, Brasil}
Dodecil sulfato de sédio (SDS), cloreto de magnésio, fluoreto de sodio, pirofosfato de
s6dio, triton X-100, tween-20, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), cloreto de potassio,

cloreto de sddio, cloreto de manganés, peréxido de hidrogénio, parafina, isopropanol.

Labsynth Produtos para Laboratorio (Diadema, SP, Brasil)

Sacarose, glicerol, glicose, sulfato de magnésio, 4cido cloridrico, xilol, 4lcool etilico.

Nutricell (Campinas, SP, Brasil)

DMEM (Meio de cultura de Fagle modificado)

Life Technologies (Grand Island, NY, EUA)
Lipofectamina, ATP, agarose, brometo de etidio, soro fetal bovino, soro equino, poli(dI-

dC), Trizol, DNAsel, Tag DNA polimerase e sistema de preamplificagio Superscript.

Electron Microscopy Sciences (Fort Washington, PA, EUA)

Paraformaldeido

Amershan (Piscataway, NJ, EUA)
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Percoll, [**1] conjugado a Proteina-A, Proteina-A-sepharose e [y**PJATP

Promega (Madison, WI, EUA)
kit de ensaio dual de gene reporter, tamp#o para ensaio de gene reporter, fosfatase alcalina

de intestino de bezerro, quinase polinucieotideo T4

Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, NJ, EUA)

Colagenase tipo II

3.3. Monitorizacio hemodinimica: Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal
com mistura de cetamina (Ketalar, Parke-Davis, Brasil) ¢ diazepam (Unifio Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Brasil). Esta mistura foi administrada na propor¢io de 10mg
de cloridrato de cetamina para 0,07mg de diazepam, e a dose aplicada foi de 0,3mL/100g
de peso corporal do animal. Em seguida, foram colocados em mesa cirdrgica aquecida a
38°C e submetidos 4 monitorizagiio da pressdo arterial através de insercdo de cateteres de
polietileno (PE50 — Clay Adams, Parsipany, EUA) nas artérias carétida direita e femoral
direita, os quais estavam acoplados a transdutores de pressio COBE (Arvada, CO, EUA). O
sinal da press3o arterial foi amplificado por um amplificador GP4A Stemtech (Stemtech,
Milwaukee, WI, USA). Este se comunicava a um conversor analdgico-digital, conectado a
um computador contendo o programa WINDAQ*PRO (DATAQ Instruments, Akron, OH,
EUA) para monitoragio hemodinimica continua ¢ gravaciio de dados. Os sinais foram
gerados a uma frequéncia de amostragem de 100Hz e gravados em canais individuais

(FIGURA 4).
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FIGURA 4. Representagio esquematica do modelo utilizado nos experimentos iz vivo-

34. Modelo animal de sobrecarga de pressio: Logo apds a monitorizagio
hemodinémica, a cavidade toracica foi aberta no segundo espaco intercostal esquerdo, a
aorta toracica transversa dissecada e um “clamp” de prata (didmetro interno - 50um) foi
colocado na croga da aorta entre o tronco braquiocefilico e a artéria car6tida comum
esquerda produzindo aun;ento da resisténcia ao fluxo sanguineo e consequente sobrecarga
de pressdo no coragdo. A cavidade tordcica foi fechada e os ratos mantidos anestesiados.
Foram estudados os ratos em periodos que variaram de 10 minutos a 2 horas apds
constricgdo da aorta. A sobrecarga de pressdo foi considerada satisfatéria quando o “clamp”

produziu um aumento de 40 a 50mmHg na pressio sistolica da aorta ascendente
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(mensurada através da artéria carotida direita) sem induzir a uma queda significativa nos
niveis presséricos da aorta abdominal (mensurada através da artéria femoral) (FIGURA 5).
Os animais controle foram submetidos & cirurgia ficticia, com abertura da cavidade

toracica, porém sem colocagfo do clamp de prata.
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FIGURA 5. Exemplos de registros de pressdo arterial obtidos em experimento de
coarctacio da aorta-

3.5. Imunoprecipitacio e preparacio de extratos totais: No fim de cada periodo de
constriccio da aorta, a cavidade toracica foi aberta e os coragbes rapidamente removidos,

cortados em pequenos pedagos e homogeneizados imediatamente em aproximadamente 10
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volumes de tampao para homogeneizacéo (Triton X-100 1%, Tris-HCl 100mM (pH 7.4),
pirofosfato de sédio 100mM, fluoreto de soédio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato de
sodio 10mM, PMSF 2mM e 0,1mg/ml de aprotinina) a 4°C usando um homogeneizador
tipo Polytron PTA 208 (modelo PT 10/35; Brinkmann Instruments, Westbury, NY, EUA)
operado ein velocidade méaxima por 30 segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000
rpm a 4°C por 20 minutos ¢ o sobrenadante utilizado para a anélise por extrato total e
imunoprecipitacdio. A determinac8o de proteina foi realizada pelo método de BRADFORD
et al. (1976). Para o protocolo de imunoprecipitagio, foi feita a reaciio do sobrenadante com
10pg de anticorpos primérios, estando as amostras mantidas sob agitaciio leve na cimara
fria durante a noite. Cinquenta microlitros de Proteina A-Sepharose 6MB foram
acrescentados a cada amostra, mantendo-as sob agitacdo na cimara fria por mais duas
horas. Apés centrifugagdio por 20 minutos a 11000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi
desprezado, e o precipitado foi submetido & lavagem por 3 vezes com tampio de lavagem
para imunoprecipitado (Tris-HC! 100mM, pH 7,4, EDTA 1mM, Triton X-100 0,5%,

ortovanadato de sddio 2mM).

3.6. Analise das proteinas por immunoblotting: As proteinas obtidas de extratos totais e
de imunoprecipitados foram tratadas com tampéo de Laemmli (azul de bromofenol 0,1%,
fosfato de sodio 1M pH 7,0, glicerol 50% e SDS 10%), acrescido de ditiotreitol 100mM e
aquecidas em agua fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1 minuto. As proteinas
contidas no sobrenadante foram submetidas a gel de SDS-poliacrilamida a 12%, em
aparelho de eletroforese miniaturado da Bio-Rad (Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories,

Richmond, CA, EUA). A eletrotransferéncia do gel para a membrana de nitrocelulose foi
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realizada em 90 minutos a 120V (constante) em aparelho de transferéncia miniaturado da
Bio-Rad. As membranas foram incubadas com solugio basal (Trisma base 10mM, cloreto
de sédio 150mM e Tween-20 0,02%) contendo 5% de leite desnatado, por 2 horas em
temperatura ambiente para reduzir a ligagio ndo especifica de proteinas. Posteriormente,
foram incubadas com 10ug de anticorpos primdrios diluidos em 10ml de solugio basal
contendo 3% de leite desnatado a 4°C durante a noite e depois lavadas por 30 min com
solucdo basal. As membranas foram subsequentemente incubadas em 10ml de solugéo
basal contendo 1% de leite desnatado e ;?.pCi de ['*’I]-Proteina A (30uCi/ug) por 2 horas
em temperatura ambiente e entfio lavadas novamente por 30 minutos conforme descrito
acima. ['*'I}-Proteina A ligada aos anticorpos especificos foi detectada por auto-radiografia
usando filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA) com intensificadores
Cronex Lightening Plus (Du Pont, Wilmington, DE, EUA) a -80°C por 12-48 horas. A
intensidade das bandas nas auto-radiografias foi quantificada por densitometria 6ptica,
utilizando um scanner (HP3400) e o programa Scion Image (Scion Corporation, Frederick,

MA, EUA).

3.7. Analise das proteinas por imunohistoquimica: A anilise imunchistoquimica das
proteinas foi realizada conforme descrito previamente (DOMINGOS et al., 2002). CoragGes
submetidos a diferentes periodos de coarctagio da aorta foram fixados com
paraformaldeido 4% em PBS 0,1M, através de rimersio por 24 horas a 4°C. O material foi
entéio processado e incluido em parafina. Os blocos foram cortados (cortes de Sum) e
aderidos a laminas que haviam recebido um banho prévio de l;olieL-iisina. As laminas

foram desparafinizadas com xilol, hidratadas (em banhos de alcool com concentragdo

Muateriais e Métpdos
63



decrescente) e lavadas com PBS 0,1M, pH 7.4 (trés trocas de 5 minutos). Apés bloqueio da
peroxidase enddgena com peréxido de hidrogénio (0,03% em PBS 0,1M, pH 7.4) por 30
minutos, lavagem com PBS 0,1M e incubagio com albumina bovina (3% em PBS 0,1M,
pH 7,4) por 45 minutos em temperatura ambiente, os cortes foram incubados durante a
noite a 4°C com o anticorpo primério (dilui¢iio 1:75) em solucio de albumina bovina 1%
em PBS 0,1M, pH 7.4. Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS 0,1M ¢
incubadas com anticorpo secundario conjugado com peroxidase (diluigio 1:100) em
solucdo de albumina bovina 1% em PBS 0,1M, pH 7.4 por 2 h em temperatura ambiente.
Os cortes foram lavados com PBS 0,1M e incubados com solugio reveladora contendo
diaminobenzidina e contracorados com Hematoxilina de Harris. Apds estas etapas, foram
desidratados em banhos com concentracdes crescentes de dlcool e as 1aminas montadas. Na
auséncia de anticorpos primarios, o uso de anticorpos secundarios (controle negativo) niio

produziu marcagio significativa.

3.8. Preparacio de extratos nucleares: A obtengio dos extratos nucleares foi realizada
conforme descrito previamente (THAI et al., 1998) com pequenas modificacdes. Os
ventriculos esquerdos foram coletados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido.
Um “pool” de 2 coragdes foi utilizado em cada tempo experimental. Os tecidos congelados
foram pulverizados em nitrogénio liquido com ajuda de cadinho e pistilo e homogeneizados
em 10 volumes de tampZo A (sacarose 250mM, HEPES 10 mM, pH 7,6, cloreto de potassio
25mM, EDTA 1mM, glicerol 10%, PMSF 0,1mM, 2 ug/ml de aprotinina e ortovanadato de
sodio 10 mM) utilizando um potter ou Dounce pestle modelo BB065 (Thomas Scientific,

Swedesboro, NJ, EUA). O homogenato foi derramado sobre metade do volume de tamp3o
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B (sacarose 1M, HEPES 10mM, pH 7,6, cloreto de potassio 25mM, EDTA 1mM, glicerol
10%, PMSF 0,1mM, 2 pg/ml de aprotinina e ortovanadato de s6dio 10mM) e centrifugado
a 3900g por 10 minutos a 4 °C. O precipitado foi re-suspendido em tampio A/glicerol (9:1)
e derramado sobre um tergo do volume de tampdio B/glicerol (9:1). O gradiente foi
centrifugado a 48000g por 30 minutos a 4 °C. O extrato nuclear semipurificado foi re-
suspendido em 1 volume de tampéo de extrato nuclear (HEPES 10mM, pH 7.6, cloreto de
potassio 400mM, cloreto de magnésio 2mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 10%, ditiotreitol
1mM, PMSF 0,1mM, 2 pg/ml aprotinina e ortovanadato de sodio 10mM). As proteinas
nucleares foram entio extraidas em gelo por 30 minutos, e o material particulado foi
removido por centrifugaco a 13000g em uma microcentrifuga por 10 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi dialisado contra o tampao C (HEPES 25mM, pH 7,6, cloreto de potassio
100mM, EDTA 0,1mM, glicerol 10%, ditiotreitol 1mM, PMSF 0,1mM, 2 pg/ml aprotinina
e ortovanadato de sédio 10mM) por 3 a 4 horas a 4 °C. O dialisato foi apalisado para

quantificagio de proteina (BRADFORD et al, 1976) e guardado a -80°C.

3.9. Gel Shift: Os oligonucleotideos contendo a sequéncia de consenso MEF2
(GATCGCTCTAAAAATAACCCTGTCG) e APl (CGCTTGATGACTCAGCCGGAA),
obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA), foram marcados com
?P]ATP utilizando a quinase polinucleotideo T4. As sondas (5,7pM) foram incubadas
com 20pg de extrato nuclear em 20uL de volume final de solugdio contendo 1pug poli(dl-
dC), cloreto de potassio 50mM, cloreto de magnésio 5mM, HEPES 15mM, pH 7.9, EDTA
1mM, ditiotreitol 0,ImM, glicerol 5% por 20 min em temperatura ambiente. Para estudos

de competicdo, os extratos foram incubados com 100X de excesso de oligonucleotideos
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frios (nfo marcados com [y° 2P}A’I‘}E’) contendo a sequéncia de consenso MEF2, APl e em

alguns experimentos, a sequéncia de consenso NF-xB
(AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC). Para os ensaios de supershift. os extratos nucleares
foram previamente incubados com lpg de anticorpo anti-MEF2, anti-c-Jun, anti-fosfo-c-
Jun ou lug de imunoglobulina contra camundongo ndo imune por 45 minutos antes do
inicio da eletroforese a 4°C. Para avaliar o efeito do nivel de fosforilagdo na afinidade de
proteinas nucleares pela sequéncia de DNA reconhecida por MEF2, os extratos nucleares
foram previamente incubados com 1uL de fosfatase alcalina de intestino de bezerro por 30
minutos antes do inicio da eletroforese a 4°C. As amostras foram entio submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% a 400 V por 90 min a 4 °C. Os géis secos foram

entdo expostos € as bandas visualizadas por auto-radiografia.

3.10. Reacdes de Atividade Quinase: A atividade quinase de ERKS foi mensurada através
da avaliagio de sua autofosforilacio, conforme descrito por ABE et al. (1997). ERKS foi
isolada por imunoprecipitagio com anticorpo anti-ERKS5 e proteina A-sepharose conforme
descrito anteriormente. Os imunoprecipitados foram lavados duas vezes em tampio de
lavagem (HEPES 20mM, pH 7,2, EDTA 2mM, cloreto de magnésio 10mM, ditiotreitol
ImM e Tnton X-100 0,1%). ERKS tmunoprecipitada foi re-suspensa em 15uM ATP,
cloreto de magnésio 10mM, cloreto de manganés 10mM e a reagiio quinase foi iniciada
ap6s a adicio de 3uCi de [y *PJATP em um volume final de reacdo de 15ul.. Apds 20 min
a 30°C, a reagio fol interrompida pela adicio de tampdo de Laemmli, seguida de
aquecimento por 5 minutos a 100°C. As proteinas foram separadas por eletroforese em gel
de SDS-poliacrilamida a 8%, eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose e avaliadas

por auto-radiografia. A autofosforilagio da ERKS foi determinada através de densitometria,
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sendo a especificidade da banda confirmada posteriormente por immunoblotting utilizando
anticorpo anti-ERKS,

Para avaliagio da atividade quinase in vitro da ERKS sobre MEF2, foi realizada
uma modificagio do protocolo de KOLODZIEJCZYK et al. (1999). ERKS
imunoprecipitada de homogenatos de ventriculos esquerdos de coragBes controle e sob
sobrecarga foi adicionada a uma suspenséo de imunoprecipitados obtidos com anticorpo
anti-MEF2 provenientes de ventriculos esquerdos de ratos controle, sendo esta mistura
lavada duas vezes em tampfo de lavagem (HEPES 20mM, pH 7,2, EDTA 2mM, cloreto de
magnésio 10mM, ditiofreitol 1mM e Triton X-100 0,1%). Posteriormente os
imunoprecipitados foram incubados em tampdo quinase (HEPES 20mM, EDTA imM,
ortovanadato de sodio 1mM, cloreto de magnésio 20mM) e 10pCi [1-*P]JATP em um
volume final de 30ul. Apés 20 minutos a 30°C, a reagdo foi terminada pela adigdo de
tampdo de Laemmli e a fragho soltvel foi submetida a eletroforese em gel de SDS-
poliacrilamida a 8% e transferida a membranas de nitrocelulose. Estas foram submetidas a
auto-radiografia e a fosforilagio de MEF2 foi avaliada pela densitometria das bandas
correspondentes a sua altura esperada (~70KDa). A especificidade da banda foi

confirmada posteriormente por immunoblotting utilizando anticorpo anti-MEF2.

3.11. Isolamento do RNA total e analise por Transcriptase Reversa — Reacio em
Cadeia de Polimerase (RT-PCR): Apds rextragﬁo, os ventriculos esquerdos foram
imediatamente congelados em nitrogénio liguido. Os tecidos congelados foram
pulverizados com ajuda de cadinho e pistilo e homogeneizados em Reagente de Trizol, e o

RNA total foi isolado por precipitagio com isopropanol e digerido com a enzima DNAse I
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por 10 minutos para remogio de DNA contaminante, conforme descrito por FERRERI et
al. (1999). Aliquotas de 6ug de RNA total foram usadas para sintese de DNA
complementar com o sistema de preamplificagiio Superscript de acordo com as instrucdes
do fabricante. O DNA complementar foi amplificado por PCR usando Tag DNA polimerase
com oligonucleotideos derivados do gene c-jun de rato (5'-GACCTTCTACGACGATGC-3'
e 5-CAGCGCCAGCTACTGAGGC-3) ou do gene da beta-actina (5°-
TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCT-3" ¢ 5-GCTTCTCCTTAATGTICACGCACGA-
3’} (RODRIGUEZ-BARBERO et al, 1995), sintetizados pela Life Technologiés. As
condi¢Ses de amplificacdo consistiram de desnaturacio a 94°C por 2 min, anelamento a
45°C por 1 min, e extensfo a 72°C por 2 min. O namero de ciclos foi de 25. Os produtos de
PCR foram separados em gel de agarose a 1%. Apds marcacdo com brometo de etidio, as
bandas de DNA foram visualizadas com transiluminador ultravioleta (Alpha Innotech

Corporation, EUA).

3.12, Fracionamento celular: Para fracionamento celular dos homogenatos cardiacos,
utilizamos protocolo previamente descrito (MIZUKAMI et al, 1997). Ao fim de cada
periodo de coarctacio da aorta, os ventriculos esquerdos foram homogeneizados
imediatamente em 5 volumes de tampio de solubilizacdio (sacarose 0,32M, Tris-HCl, pH
7.4, 10mM, EDTA 2mM, ditiotreitol 1mM, pirofosfato de sédio 50mM, fluoreto de sddio
50mM, ortovanadato de sédio ImM, PMSF 2mM e 0,Img/mL de aprotinina) a 4°C usando
o Polytron operado a meédia velocidade por 30 segundos. Os homogenatos foram

centrifugados a 1000g por 10 minutos a 4°C para a obtencdo de precipitados contendo a

fragiio nuclear. O sobrenadante foi centrifugado a 100000g por 60 minutos a 4°C para a
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obtencao da fracio citosdlica. O precipitado contendo a frago nuclear foi solubilizado em
tamp#o Triton (Triton X-100 1%, cloreto de sddio 150mM, Tris-HCl, pH 7,4, 10mM,
EDTA 1mM, pirofosfato de sédio 50mM, fluoreto de s6dio 50mM, ortovanadato de sddio
1mM, PMSF 2mM e 0,1mg/mL de aprotinina). A suspenséo foi centrifugada a 15000g por
30 minutos a 4°C e o extrato nuclear foi obtido do sobrenadante. As fragSes citosolica ¢
nuclear foram analisadas para quantificago de proteina (BRADFORD et al,, 1976) e as
proteinas desnaturadas ap6s adi¢Zo de tampao de Laemmli, seguida de aquecimento por 5

minutos a 100°C.

3.13. Transfeccdes de plasmideos contendo geme reporter de promotor de c-jun e
ensaios com gene reporter in vive: Os plasmideos pJC6GL3, pJSXGL3 e pJTXGL3
foram generosamente fornecidos pelo Dr. Ron Prywes (Universidade de Columbia, EUA).
Estes plasmideos contém as posi¢Ses -225 a +150 do promotor do gene c-jun fundido ao
gene da luciferase de firefly (CLARKE et al., 1998). O plasmideo pJC6GL3 contem o
promotor selvagem do cjun, enquanto pJSXGL3 e pJTXGL3 contém respectivamente

mutacdes no sitio MEF2 e AP1 (FIGURA 6).
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Plasmideos Promotor c-jun
pJC6GL3 . - Gene da Luciferase
AP-1 MEF2
pJSXGL3 . x Gene da Luciferase
AP-1 MEF2
pJTXGL3 B Gene da Luciferase
AP-1 MEF2

FIGURA 6. Representagdo esquemdtica dos plasmideos usados nos ensaios de gene
reporter para avaliacdo da atividade do promotor de c-jun.

Para a transfeccBo dos plasmideos, os ratos Wistar foram anestesiados com
pentobarbital sédico (50mg/kg por via intraperitoneal) adquirido da Cristalia (Itapira, SP,
Brasil) e colocados em mesa cirrgica aquecida a 38°C. Os plasmideos contendo
promotores do cjun (200 pg), diluidos em 300uL de solugdo salina, foram injetados
diretamente no dpice do ventriculo esquerdo do rato através de seringas e agulhas de
msulina. Além dos plasmideos contendo os promotores do ¢-jun, foram acrescentados a
solugdo 20ug de plasmideos contendo o promotor controle SV40 fundido a luciferase de
renilla. O promotor do gene SV40 apresenta transcriclio constitutiva, o que o torna
adequado para controle de fransfeccdo. Sete dias apds a transfecgfio, os ratos foram
anestesiados com mistura de cloridrato de cetamina e diazepam e submetidos & coarctacdo

da aorta (por 30 minutos ou 3 horas) ou a cirurgia ficticia, conforme descrito anteriormente.
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Os ventriculos esquerdos foram entfio homogeneizados em 1,5 ml de tampio para ensaios
com gene reporter. As atividades das luciferases de firefly e renilla foram feitas em
lumindémetro, utilizando-se substratos provenientes do kif de ensaio dual de gene reporter.
Os valores finais de atividade da luciferase de firefly correspondem a sua normalizagio

pelos valores de atividade da luciferase de renilla em cada amostra.

3.14. Cultura primiaria de miécito ventricular de ratos neonatos (MVRIN): Os midcitos
cardiacos utilizados foram obtidos de aproximadamente 25 coragOes de ratos neonatos
Wistar com 1 a 2 dias de vida. Os animais foram sacrificados por decapitagio e sua
cavidade toricica rapidamente aberta para a remogdo do coragdo. Os corages foram
colocados imediatamente em tampio ADS, pH 7,35, pré-aquecido (cloreto de sédio 116
mM, HEPES 20mM, fosfato monobasico de soédio 1mM, glicose 35,5mM, cloreto de
potassio 5,4mM, sulfato de magnésio 0,8mM e 0,2mg/mL de vermetho de fenol), tomando
cuidado para a retirada completa dos 4trios juntamente com os vasos restantes e gorduras
excedentes. Os ventriculos foram lavados de 3 a 4 vezes com tampdo ADS para a remogio
de todo o sangue presente. Em seguida, os ventriculos foram reduzidos a pequenos
fragmentos e incubados com tamp3o de digestéo (tampao ADS contendo Colagenase tipo I1
0,15%) a 37°C, em shaker termostatizado, sob lenta agitagio (130 rpm) por 20 minutos. O
sobrenadante obtido foi re-suspendido em 1 ml de soro fetal bovino e levado para
centrifugacdo a 3000 rpm por 4 minutos a 37°C. O precipitado obtido foi ressupendido em
2 mL de soro fetal bovino e pré-plaqueado para a redugdo da quantidade de fibroblastos,
sob condi¢des padrio (37°C, sob atmosfera umida contendo 5% de dioxido de carbono) O
tecido foi digerido como descrito trés a quatro vezes. Ao final do processamento, todo o

material colocado em placa de Petri na estufa foi novamente centrifugado a 3000 1pm,
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durante 4 minutos a 37°C. O precipitado obtido foi re-suspendido em 1,5 mL de tampéo
ADS. Os midcitos foram purificados através de um gradiente de Percoll descontinuo
(1,060/1,086 g/mL) e centrifugados a 3000 rpm por 30 minutos a 37°C. A banda contendo
os midcitos cardiacos foi lavada com tamp3o ADS e o precipitado final de células foi entdo
re-suspendido em 5 mL de meio de plaqueamento (DMEM suplementado com 100 U/mL
de pemcillina e estreptomicina; soro equino 10%; soro fetal bovino 5%, pH 7.2). A
viabilidade dos cardiomidcitos foi determinada pelo teste de exclusdo do Azul de Tripan.
As células foram plaqueadas em uma densidade final de 7,5x10° células por placa de
35mm. Estas placas foram mantidas por 48 horas em condicbes padrio de cultura
(incubadora sob atmosfera imida a 37°C contendo 5% de diéxido de carbono) e submetidas
ao protocolo de transfecgdo de plasmideos, oligedeoxinucleotideos e estimulagio com

fenilefrina.

3.15. Transfeccdo de plasmideos em cultura primaria de MVRNs, estimulacio com
fenilefrina e ensaios com gene reporter: Quarenta e oito horas apés o plagueamento das
células, foi iniciada a transfecc3o dos plasmideos. A partir desta etapa, todos os passos
foram feitos utilizando-se DMEM sem antibioticos como meio. Previamente 3 transfecgfio
foram preparadas soluces de 2,25p1g de DNA (2pg de plasmideos contendo construcdes do
promotor do c-jun fundidos ac gene da luciferase de firefly e 0,25ug de plasmideos
contendo 0 promotor do SV40 fundido ao gene da luciferase de renilla) e de lipofectamina
(12 pLy em DMEM (volume final 200pL). Para a formagdo do complexo DNA-lipossoma,
as solugGes foram misturadas e incubadas por 45 minutos em temperatura ambiente. O

meio foi aspirado das placas, as células lavadas com DMEM e o meio aspirado novamente.
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Para cada pogo de 35mm, foram adicionados 800uL de meio e 200uL da suspensiio DNA-
lipossoma diretamente sobre as células. As células foram incubadas por 5 horas em
condi¢des padriio. Apos este periodo, foi adicionado em cada placa ImL de DMEM
contendo 20% de soro fetal bovino € 10% de soro equino, sem remog¢dio do meio de
transfecciio. As células foram incubadas por 18 horas sob condigdes padrio ¢ o meio
trocado por DMEM sem soro. Ap6s 6 horas nas mesmas condi¢Oes anteriores, o meio foi
aspirado, ¢ metade das placas foi exposta a DMEM sem soro conmtendo 100pM de
fenilefrina e a outra metade foi exposta apenas a DMEM sem soro. Apés 3 horas, o meio
foi aspirado, as células foram extraidas em tamp3o para ensaios com gene reporter (200pL

por placa) e a atividade de luciferase mensurada em luminbmetro.

3.16. Transfecciio de oligodeoxinucleotideos (ODNs) em cultura primaria de MVRNs:
Para inibico da sintese de ERKS5 em MVRNs, utilizamos a metodologia de ODN-
antisenso, conforme descrito por GLENNON et al. (1996). Esta técnica utiliza a transfecc@o
de pequenas sequéncias de ODNs complementares ao RNA mensageiro que codifica a
proteina em estudo. Estes ODNG, ao se ligarem com o RNA mensageiro especifico, inibem
sua traduciio e consequentemente bloqueiam a sintese da proteina desejada. A sequéncia de
ODN-antisenso de ERKS (antisenso-ERK5) (5-GGCTTTCGAGGTTCAG-3") foi
complementar aos nucleotideos 91-105 do RNA mensageiro de ERKS5 (GeneBank
AJ005424). A sequéncia sepso (senso-ERKS3) (5-CTGAACCTCGAAAGCC -3) foi
utilizada como controle da reacio. Ambas as sequéncias antisenso-ERKS5 e senso-ERKS

ndo apresentaram reacdes cruzadas com os nucleotideos contidos no banco de dados
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GeneBank. Os ODNs utilizados foram protegidos contra degradagfio por adiciio de um
radical fosforotioato e foram sintetizados pela Life Technologies.

Vinte quatro horas apés a transfecgio dos plasmideos de gene reporter, as células
foram transfectadas com lumol/L de antisenso-ERKS5 ou senso-ERKS e 12ul de
lipofectamina em DMEM (volume final — Iml) por 6 horas sob condigcbes padrio de
cultura. Os MVRNs foram lavados com DMEM e mantidos em DMEM contendo 10% de
soro fetal bovino por 18 horas. As células foram entfio mantidas em meio sem soro por 6
horas e estimuladas ou ndo com fenilefrina 100uM por 3 horas. Apés este periodo, as
células forma coletadas para os experimentos de gene reporter. Para os estudos de
immunoblotting ¢ imunohistoquimica com microscopia confocal a laser, MVRNs foram
coletados imediatamente depois de mantidos por 18 horas em meio com 10% de soro fetal

bovino.

3.17. Imunohistoquimica com microscopia confocal a laser. Os MVRNs foram fixados
com paraformaldeido 4% e sacarose 4% em PBS 0,IM, pH 7.4, por 15 minutos em
temperatura ambiente. As células fixadas foram pré-incubadas em tampao de bloqueio
(leite desnatado 3% em PBS 0,1M) contendo Triton X-100 0,6% por 45 minutos em
temperatura ambiente, seguido por incubagio com anticorpos primérios (1:75 em PBS
0,IM) anti-MEF2 e anti-ERK35 durante a noite a 4°C. O material foi lavado com PBS 0,IM
e incubado com anticorpos secundarios conjugados & biotina (1:250 em PBS 0,1M) por 2
horas a 25°C. Apds lavagem, foram incubadas com estreptavidina-Cy2 (1:500 em PBS
0,IM) e faloidina conjugada a rodamina (1:500 PBS 0,1M) por 45 minutos a 25°C e

montadas. A marcacdio com faloidina foi utilizada pois esta substincia interage com a f-

Materials e Métodos
74



actina e nos permite obter uma boa nogéo da morfologia celular. Os sinais positivos foram
visualizados por microscopia confocal a laser (Zeiss LM510). Na auséncia de anticorpos
primérios, o uso de anticorpos secundérios (controle negativo) néo produziu marca¢do

significativa.

3.18. Método Estatistico: Os dados estio representados como a média + erro padrio dos
valores. As diferencas entre as médias dos valores foram testadas pela analise de variéncia
de 1 via e pelo teste de Bonferroni. A diferenca foi considerada significativa quando p

<0,05.

3.19. Protocolos experimentais:

—»  [Monttorizagho hemodinamica
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FIGURA 7. Protocolo experimental — Objetivos 1 e 2: Ativagio de MEF2 e expressdo de
¢~jun no miocardio de ratos submetido & sobrecarga pressora aguda
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FIGURA 8. Protocolo experimental — Objetivo 3: Ativagio do promotor de e-jun em
resposta a sobrecarga pressora.
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FIGURA 9. Protocolo experimental — Objetivo 4: Ativagio do fator de transcricio c-Jun
no miocardio de ratos submetidos & sobrecarga pressora.
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FIGURA 10. Protocole experimental - Objetivo 5: Regulagio do promotor do c-jun em
MVRNS tratados com fenilefrina
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4. RESULTADOS



4.1. ATIVACAO DE MEF2 E EXPRESSAO DE C-JUN NO MIOCARDIO DE

RATOS SUBMETIDO A SOBRECARGA PRESSORA AGUDA

4.1.1. Hemodinimica.

A FIGURA 11 demonstra o efeito da constric¢do da aorta sobre a pressdo arterial na aorta
ascendente e abdominal dos ratos anestesiados. Houve um aumento de ~40 mmHg na
pressdo arterial sistolica aferida na aorta ascendente (de 130 a 170 mmHg) no periodo de 10
minutos a 2 horas apds a constricgdo da aorta (FIGURA 11A). Por outro lado, os niveis de
pressdo arterial na aorta abdominal dos animais coarctados ndo apresentaram alteracoes

significativas em relagfio aos dos animais controle (FIGURA 11B).
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FIGURA 11. Pressdo arterial aferida na aorta ascendente (A) e abdominal (B) durante o
periodo experimental (n=15). S, Sistélica; D, Diastolica. * p<0,05.
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4.1.2. Expressido protéica e distribuicio de MEF2 no ventriculo esquerdo submetido 2
sobrecarga pressora.

Como primeira etapa no estudo da regulaciio do fator de transcricio MEF2 no
miocardio submetido & sobrecarga hemodinimica, experimentos com immunoblotting
foram realizados para investigar a quantidade da proteina MEF2 presente no ventriculo
esquerdo de ratos. Conforme demonstrade na FIGURA 12, o anticorpo anti-MEF2
reconheceu uma banda dupla em ~70 kDa nos homogenatos de ventriculo esquerdo. O
achado desta banda dupla esté de acordo com observagdes prévias (ZETSER et al., 1999;
CHEN et al., 2000), e se explica pelos fatos de o anticorpo utilizado (sc-313, Santa Cruz
Biotechnology) apresentar reacfio cruzada com diversas isoformas (A, B e D) de MEF2 ¢
de os genes que codificam as proteinas MEF2 apresentarem extenso “SPHCINg alternativo”.
A constricgdo da aorta por 10 minutos a 2 horas nfo produziu alteracSes significativas nos

niveis protéicos de MEF2 no miocardio dos ratos.

IB: MEF2
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FIGURA 12. Expressdo de MEF2 em ventriculos esquerdos de animais controle e
coarctados através de immunoblotting com anticorpo anti-MEF2 (n=6). IB,
immunoblotting, C, controle.
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A proteina MEF2 foi entfio localizada no miocardio de ratos através de
imunohistoquimica com peroxidase de cortes de parafina. O fator de transcrigio MEF2 fol
detectado predominantemente no nicleo de miocitos cardiacos, com discreta marcagdo

especifica no sarcoplasma (FIGURA 13B). Por outro lado, a sobrecarga pressora ndo

produziu mudangas expressivas na distribuicio de MEF2 em midcitos cardiacos durante o

periodo estudado (dados ndo mostrados).

Anti-MEF2

Controle Negativo

R T

FIGURA 13. Avaliacdo imunohistoquimica demonstrando A. Controle negativo ¢ B.
localizagdo de MEF2 no miocéardio de ratos controle, mais intenso no nicleo

de midcitos cardiacos (marcagiio marrom — setas).

4.1.3. Ativacio de MEF2 no miocardio submetido a sobrecarga pressora.

O efeito da sobrecarga hemodindmica aguda sobre a ativagio de MEF2 foi avaliado
por analise de “gel shift” de extratos nucleares de ventriculos esquerdos. Neste ensaio,

estudamos a interagdo entre proteinas do extrato nuclear e um oligonucleotideo (sonda) de
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dupla fita marcada com *?p contendo a sequéncia de consenso de DNA reconhecida por
MEF2 (FIGURA 14). Os experimentos de “gel shift” demonstraram um aumento
consistente na afinidade de MEF2 pelo DNA apés 1 ¢ 2 horas de sobrecarga pressora
sustentada (FIGURA 14A). A especificidade da ligagfio da sonda de DNA por MEF2 foi
comprovada em estudos de competicdo com oligonucleotideos frios (ndo marcados com
32p). A incubagio do extrato nuclear com um excesso de sonda fria especifica para MEF2
inibiu a afinidade do extrato nuclear pela sonda de MEF2 marcada com 2P, Por outro Jado,
a incubacdo do extrato nuclear com um excesso de sonda fiia especifica para um outro fator

de transcrigdo, o NF-xB, no produziu alteragdes significativas na reagio (FIGURA 14A).

Para confirmar que as proteinas ligadas a sonda marcada com P eram MEF2,
foram realizados experimentos de “supershift”, utilizando-se o anficorpo anti-MEF2
(FIGURA 14B). Estes experimentos demonstraram que o anticorpo anti-MEF2 interagiu
com o complexo proteina-DNA e retardou sua migragfio no gel de poliacnlamuda, o que
ndo ocorreu com o experimento controle, gque utilizou imunoglobulina ndo imune em
substituiciio ao anticorpo anti-MEF2. Este dados confirmaram que o fator de transcri¢do

MEF2 interagiu com a sonda contendo a sequéncia de consenso de DNA por ele

reconhecida.

A fosforilaciio reversivel de MEF2 tem sido descrita como um mecanismo
importante na ativag@io deste fator de transcrigdo em reposta a diversos estimulos celulares
(BLACK & OLSON, 1998). Neste contexto, investigamos se a ativagio de MEF2 induzida
por sobrecarga pressora era dependente do nivel de fosforilagdio do extrato nuclear. Para
avaliar esta questdio, incubamos extratos nucleares de coracdes submetidos & coarctagiio da

aorta com fosfatase alcalina, com o objetivo de induzir 3 desfosforilagio das proteinas e
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depois realizamos “gel shift” deste material, Conforme demonstrado na FIGURA 14C, a
incubagio com fosfatase alcalina aboliu a ligagdo de MEF2 pelo DNA induzida por
sobrecarga hemodindmica, indicando que este evento € dependente da fosforilagio de

MEF2 ou de proteinas envolvidas em sua ativagio.
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FIGURA 14. Gel shift de extratos nucleares de ventriculos esquerdos utilizando sonda de
DNA reconhecida por MEF2 (representativo de 3 experimentos). A
especificidade da reagdo foi determinada por A. competigdo inespecifica
(excesso de 100 vezes de sonda para NF-xB fria) e especifica (excesso de 100
vezes de sonda para MEF2 fria) e B. “supershift” com anticorpo anti-MEF2
ou imunoglobulina nio imune (Imunoglob). C. Efeito da incubagdo do extrato
nuclear com fosfatase alcalina.

4.1.4. Efeito da sobrecarga pressora sobre a ativagio de p38 e ERKS.
Os resultados descritos anteriormente indicaram que a sobrecarga pressora ativa o

fatores de transcricio MEF2 no nicleo de midcitos cardiacos por modificagbes em suas
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proteinas, presumivelmente através de sua fosforilagdo. Neste contexto, as MAPKs tém
sido descritas como as principais quinases responsaveis pela fosforilagio de MEF2 em
diversos modelos experimentais (BLACK & OLSON, 1998; MCKINSEY et al., 2002).
Entretanto, os dados na literatura indicam que apenas as subfamilias p38 e ERKS sio
capazes de regular este fator de transcrigio (MARINISSEN et al., 1999; HAN &
MOLKENTIN, 2000). Para analisar o efeito de p38 ¢ ERKS na regulacio de MEF2 por
sobrecarga pressora, estudamos inicialmente se este estimulo ativa p38 ou ERKS5 no
ventriculo esquerdo de ratos. Experimentos de immunoblotting com anticorpos anti-fosfo-
p38 (p-p38) e anti-p38 indicaram que a sobrecarga pressora nio alterou a atividade nem a
quantidade de p38 no miocirdio de ratos (FIGURA 15A). Por outro lado, através de
reagdes quinase ¥ VItFO_ observamos um aumento progressivo na ativacio miocardica de
ERKS induzida por sobrecarga pressora, a qual atingiu um méaximo de 4,2 vezes apds duas
horas de coarctagio da aorta (FIGURA 15B). Experimentos de immunoblotting utilizando
anticorpo anti-ERKS5 demonstraram que quantidades similares de ERKS5 estavam presentes
nos homogenatos de coragdes submetidos a constricciio da aorta durante o protocolo
experimental (FIGURA 15B). Para avaliar a localizacio de ERKS, realizamos analise
imunohistoquimica de cortes de miocéardio. No ventriculo esquerdo de ratos controle, a
ERKS5 foi detectada difusamente no citosol de midcitos cardiacos (FIGURA 16A).
Entretanto, nos cortes de animais submetidos & sobrecarga pressora, houve uma marcacgio
consistente de ERKS no micleo de midcitos cardiacos (FIGURA 16B). Em conjunto, estes
dados demonstram que a sobrecarga pressora induziu a uma ativacdo progressiva e

translocagdo nuclear de ERKS em midcitos cardiacos de ratos I Vivo,
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FIGURA 15. A. Experimentos de immunoblotting representativos da expressfio da forma
ativa de p38 (p-p38) e da quantidade total de p38 e valores médios da
atividade de p38 em homogenatos de ventriculos esquerdos (n=6). B. Ensaios
representativos da atividade quinase da ERKS (acima) e da quantidade total de
ERXS (abaixo) e valores médios da atividade da ERK5 em homogenatos de
ventriculos esquerdos (n=5). IB, immunoblotting; C, controle. *p<0,05.

Anti-ERKS - Controle | Anti-ERKS - 2h sobrecarga

FIGURA 16. A. Distribuiciio miocardica de ERKS em coragSes controle mostrando
imunomarcagio difusa no sarcoplasma (marcagfo amarela — asterisco). B.
Localizacdo de ERKS no miocardio submetido a 2 horas de sobrecarga
pressora. Intensa marcagio de ERKS foi detectada em nicleos de midcitos

cardiacos (marcacio marrom- setas).
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4.1.5. Ativacio da via ERK5-MEF2 no miocardio submetide 4 sobrecarga pressora.
Por causa das analogias entre a localizag3o e o curso temporal de ativagiio de MEF2
e ERKS, investigamos se a sobrecarga pressora poderia induzir a uma interagio enire
MEF2 e ERKS no miocirdic de ratos. Experimentos de co-imunoprecipitagio
demonstraram uma associagio de MEF2 ¢ ERKS Vivo progressiva, atingindo um
maximo apds 2 horas de coarctagdio da aorta (FIGURA 17). A capacidade de ERKS
fosforilar MEF?2 foi entfio estudada através de reagiio quinase i VIFO. Neste ensaio, ERKS
imunoprecipitada de coragdes de animais controle ou coarctados foi adicionada a MEF2
imunoprecipitada de coragdes controle ¢ esta mistura fol suspensa em tampdo quinase e
[vP*?]ATP. As amostras foram submetidas a eletroforese, transferidas para membrana de
nitrocelulose e avaliadas por auto-radiografia. A anilise densitométrica indicou wm
aumento progressivo na fosforilagdo de MEF2, comegando apds 30 minutos e atingindo um
maximo de 2,2 vezes apds 2 horas de coarctacdo da aorta (FIGURA 18). Experimentos de
immunoblotting com anticorpo anti-MEF2 demonstraram que quantidades equivalentes de
MEF?2 estavam presentes nas amostras contendo imunoprecipitados de MEF2. Por outro
lado, uma banda discreta de MEF2 também foi detectada em amostras contendo apenas
ERKS imunoprecipitada, representando provavelmente, a quaniidade de MEFZ co-
imunoprecipitada com ERKS. Corroborando esta observagio, uma pequena banda de MEF2
fosforilado também foi detectada na coluna correspondente aos imunoprecipitados

exclusivos de ERKS, indicando que MEF2 € um substrato fisiologico de ERKS.
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FIGURA 17. Experimento representativo e valores médios (n=5) da associacio entre
MEF2/ERKS5 através de ensaios de co-imunoprecipitagio. IP,
imunoprecipitacdo; IB, immunoblotting; C, controle. *p<0,05.
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FIGURA 18. Experimento representativo e valores médios (n=5) da fosforilagio in vitro de
MEF?2 induzida por ERKS em coragles de ratos controle e submetidos &
sobrecarga pressora. IP, imunoprecipitagio; IB, immunoblotting; C, controle.
%

p<0.,05.
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4.1.6. Efeito da sobrecarga pressora sobre a expressio de c-Jun.

Para caracterizar o efeito da sobrecarga pressora sobre a expressdo de c-Jun, foram
feitas analises por RT-PCR, immunoblotting e imunohistoquimica de amostras de
ventriculo esquerdo de ratos controle e submetidos & coarctagdo da aorta. A sobrecarga
pressora induziu a um aumento bifasico na expressdo protéica de c-Jun, com um aumento
precoce apos 10 minutos (~3 vezes) e um segundo pico apds 2 horas de constricgio da aorta
(FIGURA 19A). Os experimentos com RT-PCR demonstraram que o aumento na expresséo
protéica de c-Jun foi paralelo a aumentos na expressio de RNA mensageiro de c-jun, com

picos apos 10 minutos e 2 horas de sobrecarga pressora (FIGURA 19B).
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FIGURA 19. A. Experimento representativo de immunoblotting e valores médios (n=6) da
expressdo de c-Jun em ventriculos esquerdos de animais controle ¢ coarctados.
B. RT-PCR representativo (n=3) da expressdo do RNA mensageiro de c~jun e
Pactina no miocardio de ratos durante o periodo experimental. IB,
immunoblotting. C, controle. *p<0,05.
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A andlise imunohistoquimica de cortes ventriculares obtidos de ratos controle
demonstrou uma marcagdo discreta de c-Jun no sarcoplasma de mibcitos cardiacos
(FIGURA 20A). Nos cortes obtidos de ratos coarctados por 10 minutos, houve uma maior
marcaciio no citoplasma e nticleos de midcitos cardiacos (FIGURA 20B), enguanto nos
animais coarctados por 2 horas, detectamos marcagdo intensa apenas no nicleo de midcitos
cardiacos (FIGURA 20C). Em conjunto, estes dados demonstram que a sobrecarga pressora
induz a um aumento bifasico na quantidade de RNA mensageiro ¢ proteina de c-Jun em

midcitos cardiacos in vivo.
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FIGURA 20. Distribuigio de c-Jun no miocardio de ratos A. Controle; e submetidos a B.
10 minutos e C. 2 horas de coarctagio da aorta. Asterisco — marcagio
sarcoplasmatica; Seta — marcacfo em niicleo de midcito cardiacos.
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4.2. REGULACAO DO PROMOTOR DO (v NO MIOCARDIO DE RATOS

SUBMETIDO A SOBRECARGA PRESSORA AGUDA.

Nestes estudos realizamos inicialmente transfecedes in vivo de plasmideos contendo
genes reporteres do promotor do c-fun para avaliar o efeito da sobrecarga pressora sobre a
transcricio de c¢-jun no miocardic (FIGURAS 6 e 21). Ventriculo esquerdo de ratos foi
transfectado com plasmideos contendo o promotor seivagem do ¢-jun fundido a luciferase
de firefly (pJC6GL3) e com o promotor controle SV40 fundido a luciferase de remnilla
através de injego direta. Apds uma semana os ratos transfectados foram submetidos a
coarctacdo da aorta ou cirurgia ficticia e sacrificados 30 minutos ou 3 horas apds estes
procedimentos para avaliagdo da atividade de luciferase, que foi calculada pela relagfo
entre a atividade da luciferase de firefly / atividade de luciferase de renifla (FIGURA 21A).
A sobrecarga pressora por 3 horas induzin a uma aumento de 2 vezes na atividade de
luciferase do promotor selvagem de c-jun, confirmando que a sobrecarga pressora aumenta
a transcricio de c-jun no ventriculo esquerdo de ratos. Por outro lado, 30 minutos de
coarctacio da aorta n3o induziram a um aumento de atividade deste promotor, indicando
que o primeiro pico de expressdo de c-jun € regulado por mecanismos pés-transcrigdo
génica. O promotor do ¢-jun contém, dentre outros, elementos reguladores MEF2 ¢ AP1, os
quais podem aumentar a capacidade de transativagiio do gene. As transfecgdes foram entdo
realizadas com promotores do c-jun mutados no elemento MEF2 (pJSXGL3) e API
(pTTXGL3) (FIGURA 21A). Apesar de os animais transfectados com o promotor selvagem
e o promotor MEF2-mutado terem apresentado atividades basais similares, a coarctacio da

aorta nfio promoveu um aumento na atividade de luciferase nos ratos transfectados com o
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promotor MEF2-mutado. Por outro lado, a sobrecarga pressora aumentou ~2 vezes a
atividade de firefly luciferase nos ventriculos esquerdos de ratos transfectados com
pJTXGL3, embora a atividade basal deste promotor tenha sido 3 vezes menor que nos
animais transfectados com o promotor selvagem. Estes dados indicam que o elemento
MEF2 exerce um efeito fundamental na transcricdo de c-jum mediada por sobrecarga
pressora, enquanto que o elemento AP1 contribui para regular a express3o basal do c-jun in

vivo (FIGURA 21A).
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FIGURA 21.
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A. Valores médios da atividade de luciferase em coragfes transfectados com
genes reporteres do promotor de c-jun (n=6). B. Pressdio arterial sistolica
aferida na aorta ascendente (T) e abdominal (A) dos ratos transfectados. C,
controle. # p<0,05 controle-pJTXGL3 comparado a controle-pJC6GL3 ¢
controle-pJSXGL3. * p<0,05.
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43. ATIVACAO DE C-JUN NO MIOCARDIO DE RATOS SUBMETIDO A

SOBRECARGA PRESSORA AGUDA.

4.3.1. Efeito da sobrecarga pressora sobre Quinases N-terminal de c-Jun (JNKs).

Para investigar a ativacfio do fator de transcricdo c-Jun mediada por sobrecarga
hemodindmica aguda, avaliamos inicialmente a expressio e fosforilagdo das JNKs
(Quinases N-terminal de c-Jun), que s3o as quinases que diretamente fosforilam e ativam o
c-Jun. Os dados de hemodinimica dos ratos utilizados nos experimentos a seguir foram
agrupados nos valores médios indicados na FIGURA 11. Ensaios de immunoblotting
utilizando anticorpo anti-JNK demonstraram que as fragSes citosélica e nuclear de
ventriculos esquerdos de ratos adultos expressam ambas isoformas JNK1 e INK2. A andlise
por centrifigagio diferencial nos permitiu concluir que IJNKI e JNK2 eram
respectivamente 8,2 e 12,5 vezes mais expressas na fragdo citosélica em comparagio com a
fragio nuclear de homogenatos cardiacos obtidos de ratos controle (FIGURA 22).
Translocagfio nuclear significativa de INK1 foi observada apds 10 minutos de coarctagio
da aorta, conforme indicado pelo aumento na quantidade desta proteina detectado na fragdo
nuclear e por sua diminui¢io na fracdo citosélica. Baseados nestes dados, estimamos 2
translocacio nuclear de INK1 em 23% (FIGURA 22B). A redistribui¢ao de JNK1 foi entéo
avaliada por andlise imunohistoquimica de cortes de ventriculos esquerdos. Em coragdes
controle, a imunomarcagiio de JNK foi encontrada principalmente no citosol de midcitos
cardiacos (FIGURA 23A). Em animais submetidos a 10 minutos de sobrecarga pressora,
uma forte marcaco foi observada em nicleos de midcitos cardiacos, corroborando com 0s

resultados de immunoblotting (FIGURA 23B).
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FIGURA 22. A. Experimentos de immunoblotting representativos da expressio da forma
ativa de JNKs (p-JNKs) e da quantidade total de JNKs e valores médios da
atividade de JNKs nas fragdes citosélica e nuclear de ventriculos esquerdos
de ratos (n=6). B. Grafico representativo da expressio de JNK1 e INK2 nas
subfragdes miocardicas durante o periodo experimental. IB,
immunoblotting; C, controle. * p<0,05.
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FIGURA 23. A. DistribuicBo miocardica de JNK em coragdes controle mostrando
imunomarcacio difusa no sarcoplasma (marcagio amarela — asterisco). B.
Localizagio de INK no miocardio submetido a 10 minutos de sobrecarga
pressora. Intensa marcagdo de JNK foi detectada em nécleos de midcitos
cardiacos (marcagdo marrom- setas).

A ativacio das isoformas de JNKs por sobrecarga pressora foi avaliada através do
uso de um anticorpo especifico contra as formas fosforiladas destas quinases (FIGURA
22A). Sob condigdes basais, encontramos JNKs ativadas principalmente na fragdo
citosélica do miocérdio de ratos. A sobrecarga pressora induziu a um aumento intenso,
porém breve, na fosforilaglo de JNK1 (~3 vezes) e JNK2 (~3,2 vezes) na fragdo citosélica
apés 10 minutos de coarctagfio da aorta. Este evento foi acompanhado por um aumento na
intensidade da banda fosforilada de JNK1 na fracfio nuclear. Contudo, a razdo entre a
intensidade das bandas de INK1 fosforilada / JNK1 total nfo se alterou, indicando que o
aumento na fosforilacio de JNKI1 na fragiio nuclear apés 10 minutos de coarctagfo foi
consequente a translocagdc nuclear de JNK1 fosforilada. Por outro lado, embora JNK2

tenha apresentado uma ativagdo marcante na fragdo citosélica, ndo detectamos fosforilagdo

significativa desta isoforma na fra¢fo nuclear.
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4.3.2. Efeito da sobrecarga pressora sobre a fosforilacio e distribuicio subcelular de
c-Jun.

Para estudar a ativacio de c-Jun por sobrecarga hemodindmica, avaliamos
inicialmente a expressdo de c-Jun nas subfra¢@es citosdlica e nuclear do miocardio de ratos
(FIGURA 24A). Experimentos de immunoblotting demonstraram que o fator de transcrig#o
¢-Jun era discretamente expresso em ambas fracBes citosdlica e nuclear em coragdes de
ratos controle. Entretanto, um aumento marcante na express3o de c-Jun fol observado na
fracdo citosélica (~3 vezes) apds 10 minutos e na fracio nuclear (~4,1 vezes) apds 10 e 30
minutos de coarctagiio da aorta. A localizagio de c-Jun foi avaliada por imunohistoquimica,
conforme demonstrado previamente na FIGURA 20. Em coragdes controle, uma marcagdo
discreta de c-Jun foi detectada no citosol de midcitos cardiacos (FIGURA 20A). Os animais
coarctados por 10 minutos apresentaram um aumento marcante da imunomarcagio de c-Jun
no citosol e nacleo de midcitos cardiacos (FIGURA 20B), o que estava de acordo com os
ensaios de immunoblotting das subfragdes celulares.

A atividade de transcricio (ou transativacio) de c-Jun pode ser estimulada atraves
da fosforilagio de um residuo de serina localizado na posi¢io 63 por INKs (SMEAL et al.,
1994). Estudos de immunoblotting utilizando um anticorpo especifico contra c-Jun
fosforilado em Serina-63 revelaram um aumento (~3,5 vezes) na quantidade de c-Jun
fosforilado apds 10 minutos de sobrecarga hemodindmica na fragdo nuclear de ventriculos
esquerdos (FIGURA 24B). Por outro lado, nfio foram detectados aumentos significativos na
fosforilagio de c-Jun na fraglo citos6lica durante o perfodo experimental. Como a

fosforilacio de c-Jun mediada por JNK foi temporal e espacialmente concomitante 2
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ativagdio nuclear de JNK 1, estes dados indicam que esta quinase € responsavel pela ativagdo

de c-Jun induzida por sobrecarga pressora no miocardio de ratos.
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FIGURA 24. Experimentos de immunoblotting representativos e valores medios (n=6) da
expressio da A. quantidade total de c-Jun; e da B. forma ativa de c-Jun (p-c-
Jun) nas fragdes citosélica e nuclear de ventriculos esquerdos de ratos. 1B,
immunoblotting; C, controle. * p<0,05.
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4.3.3. Papel de c-Jun na ativacfio do complexo APl no miocardic submetido a
sobrecarga pressora aguda.

c-Jun € um dos principais componentes do complexo de fatores de transcri¢io AP1
(KARIN et al,, 1997). Neste contexto, investigamos se o aumento na expressio/fosforilagio
de ¢-Jun induzido por sobrecarga pressora pode regular a ativagio do complexo AP1. O
efeito da sobrecarga hemodinidmica aguda sobre a ativagio de AP1 foi avaliado por anélise
de “gel shift” de extratos nucleares de ventriculos esquerdos. Neste ensaio, estudamos a
interac@o entre proteinas do extrato nuclear ¢ um oligonucleotideo (sonda) de dupla fita
marcada com *’P contendo a sequéncia de consenso de DNA reconhecida por AP1
(FIGURA 25). Os experimentos de “gel shifi” demonstraram um aumento consistente na
afinidade de AP1 pelo DNA apés 10 e 30 minutos de sobrecarga pressora sustentada
(FIGURA 25A). Esta ativacdo do complexo AP1 foi paralela ao aumento na expressio de
¢-Jun no niicleo de midcitos cardiacos induzido por coarctaciio da aorta. A especificidade
da ligacho da sonda de DNA por AP] foi comprovada em estudos de competicio com
oligonucleotideos frios (ndo marcados com *°P). A incubagdio do extrato nuclear com um
excesso de sonda fria especifica para AP1 inibiu a afinidade do extrato pela sonda de AP1
marcada com *°P (FIGURA 25A).

Nés entdo avaliamos o papel de ¢-Jun na ativacio de AP1 no miocérdio de ratos
submetido & sobrecarga pressora através de ensaios de “supershift” com anticorpo anti-c-
Jun utilizando extratos nucleares de animais submetidos a 30 minutos de coarctaciio da
aorta (FIGURA 25B). A intensidade da banda correspondente ao complexo proteina-DNA
diminuiu quando a mistura de reacfio continha o anticorpo anti-c-Jun mas n3o a

imunoglobulina ndo-imune. Por outro lado, a incubagio prévia com o anticorpo anti-fosfo-
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c-Jun (anti-p-c-Jun) ndio afetou a intensidade da banda correspondente ao complexo
proteina-DNA. De maneira geral, estes dados demonstram que c-Jun € um dos principais
componentes do complexo AP! ativado por sobrecarga pressora aguda e indicam que este

evento ¢ independente da fosforilagdo de c-Jun na serina 63.
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FIGURA 25. “Gel shift” de extratos nucleares de ventriculos esquerdos utilizando sonda
de DNA reconhecida por AP1 (representativo de 3 experirnentos). A. A
especificidade da reagfio foi determinada por especifica (excesso de 100
vezes de sonda para AP1 fria). B. “Supershift” de extratos nucleares de
ventriculos esquerdos de animais coarctados por 30 minutos utilizando
imunoglobulina ndo imune (Imunoglob), anticorpo anti-c-Jun e anticorpo
anti-fosfo-c-Jun (anti-p-c-Jun).
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4.4. REGULACAO DO PROMOTOR DO C-JUN EM MIOCITOS CARDIACOS
ISOLADOS SUBMETIDOS A ESTIMULACAO COM FENILEFRINA

Estendemos a analise da regulagio do promotor de c-jun por MEF2 e ERKS para
Miécitos Ventriculares de Ratos Neonatos (MVRNs) submetidos a estimulo hipertréfico
com fenilefrina. Este modelo € reconhecido por mimetizar o padriio de expressio génica
que ocorre na hipertrofia miocardica por sobrecarga pressora in vivo e tem sido
extensivamente utilizado para estudar mecanismos de sinalizaciio celular em midcitos
cardiacos durante este processo (YAMAZAKI et al., 1998). Conforme observado na
FIGURA 26, MVRNS transfectados com o promotor selvagem do c-jun apresentaram um
aumento de 2 vezes na atividade de luciferase (relacfio entre a atividade de luciferase de
firefly / renilla) apds 3 horas de tratamento com fenilefrina. A mutagiio que inativa o sitio
MEF2 aboliu o aumento da atividade do promotor induzido por fenilefrina. Por outro lado,
o aumento da atividade de luciferase foi encontrado nos MVRNs transfectados com o
promotor de c-jun mutado no sitio AP1. Entretanto, observamos que as atividades basais
dos plasmideos mutados nos sitios MEF2 e AP] estavam diminuidas (~50 vezes) em
comparacdo com a atividade basal observada nos MVRNSs transfectados com o promotor
selvagem de c-jun. Em geral, os resultados dos ensaios de gene reporter obtidos em cultura
de MVRNs foram similares aqueles obtidos nos animais submetidos a coarctagio da aorta e
confirmaram a importéncia do elemento MEF2 na transcri¢io de c-jun em resposta a
estimulos hipertréficos. O papel da ERKS na ativagiio do promotor do c-jun induzida por
fenilefrina foi avaliada pela transfec¢fio dos MVRNs com oligodeoxinucleotideo (ODN)
ERK5-antisenso. Conforme demonstrado na FIGURA 27, a transfeccio com ERKS5-

antisenso inibiu a ativagio do promotor de c-jun por fenilefrina, indicando uma acfio central
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da ERKS5 na ativagdo do promotor do c-jun induzido por tratamento com agonistas
hipertroficos. Por outro lado, o tratamento com ODN ERKS5-senso ndo produziu alteragdes
significativas na atividade do promotor do c-jun em comparagdo com células néo
transfectadas com ODNs. Para confirmar a inibigdo da expressdo de ERKS pelo ERKS-
antisenso, realizamos experimentos de immunoblotting e imunohistoquimica com
microscopia confocal a laser. A FIGURA 28 mostra que o tratamento com ERKS5-antisenso
seletivamente inibiu a expressdo de ERKS (em ~72%), mas ndo modificou a expresséo de
MEF2 e p38 em MVRNS. A analise imunohistoquimica com anticorpos anti-ERKS5 ¢ MEF2
demonstrou resultados similares aos de immunoblotting e também revelou que a
integridade geral das células ndo foi modificada pela transfecgdo com antisenso, conforme
analise da marcagfo com faloidina (FIGURA 29). Em conjunto, estes dados indicam que o

efeito do antisenso foi especifico sobre ERK5 e que este procedimento ndo alterou a

viabilidade dos MVRNSs.
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FIGURA 26. Valores médios (n=4) da atividade de luciferase em MVRNSs transfectados
com genes reporteres do promotor de c-jun e tratados com fenilefrina por 3
horas. C, controle; FE, tratados com fenilefrina. # p<0,05 comparado a
controle-pJC6GLS3.
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FIGURA 27. Efeito da transfecggo de ERKS5-antisenso e ERK5-senso na ativagéo do
promotor do c-jun (pJC6GL3) em MVRNSs tratados com fenilefrina.
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FIGURA 28. Experimentos representativos (n=3) de immunoblotting utilizando anticorpos
anti-ERKS, MEF2 e p38 contra extratos de MVRNs ndo transfectados ou
transfectados com ERKS-senso e ERKS5-antisenso.
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FIGURA 29. Analise imunohistoquimica por microscopia confocal a laser de MVRNSs ndo
transfectados ou transfectados com ERKS-antisenso utilizando dupla marcagdo
com faloidina (vermelho) ou anticorpo anti-ERKS5 e anti-MEF2 (verde).
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5. DISCUSSAO
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No presente estudo realizamos experimentos para avaliar a regulagdo precoce do
fator de transcricio c-Jun em miocardio e midcitos cardiacos isolados de ratos em resposta
a estimulos hipertroficos. Demonstramos que: 1) a sobrecarga pressora induz a uma
expressio bifasica de c-Jun no miocérdio de ratos adultos; 2) o aumento precoce na
expressdo de c-Jun no miocérdio de ratos induzido pela sobrecarga pressora ¢ regulado por
mecanismos pos-transcrigdo génica e, provavelmente, por modificagdes em sua proteina,
enquanto o aumento tardio é regulado por aumento na transcrigao génica; 3) a expressdo de
¢-Jun induzida por sobrecarga pressora é acompanhada por um aumento na fosforilagao no
residuo de serina-63 induzida por JNK e por um aumento na ligaciio deste fator de
transcricio com o DNA; 4) os fatores de transcricio da familia MEF2 s@o fundamentais
para a transcrigdo e consequente expressdo de c-jun induzida por sobrecarga pressora € em
midcitos cardiacos isolados estimulados com fenilefrina; 5) a serina-treonina-quinase
ERK5 é precocemente ativada, fosforila fatores de transcrigio da familia MEF2 no
miocardio de ratos submetido a coarctacio da aorta e é importante para a transcrigdo de c-

jun em mideitos cardiacos estimulados com fenilefrina.

5.1. REGULACAOQ DE ¢-JUN POR ESTIMULOS HIPERTROFICOS

O aumento rapido na expressio dos gemes de expressdo imediata ¢ uma
caracteristica fundamental da resposta de midcitos cardiacos a estimulos hipertréficos
(KOMURO & YAZAKI, 1993; YAMAZAKI et al., 1998). Apesar de a ativacdo destes
genes ser tipicamente limitada ao periodo inicial da resposta a estimulos hipertréficos,

estudos recentes indicam que a atividade das proteinas que codificam ¢ fundamental para o
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desenvolvimento completo da hipertrofia cardiaca (XIAO et al., 2001; OMURA et al.,
2002).

No presente estudo, investigamos inicialmente a expressio de c-Jun em ventriculo
esquerdo de ratos submetido & sobrecarga pressora. Andlises realizadas com RT-PCR e
immunoblotting de homogenatos cardiacos demonstraram um aumento bifisico na
expressio de RNA mensageiro e da proteina c-Jun, com um pico precoce apéds 10 minutos €
um pico tardio apds 2 horas de sobrecarga hemodinimica, Por outro lado, a analise dos
cortes de miocardio marcados com anticorpo anti-c-Jun revelou que o aumento na
expressdo de c-Jun induzido por coarctagio da aorta ocorreu predominantemente em
midcitos cardiacos, indicando que a regulagio da expressio de c-Jun por estimulo mecéinico
do miocardio ocorre preferencialmente neste tipo celular.

A caracterizagdo da expressio do ¢-Jun em dois picos nfo havia sido previamente
descrita, mas estudos anteriores demonstraram um padriio similar de expressio de outros
genes de expressGo imediata (e.g. c-fos e c-myc), em resposta 4 sobrecarga pressora
(KOMURQO et al., 1988). A importancia deste padrio de expressdo génica para a resposta
hipertrofica miocardica ainda € desconhecida, porém, a expressio mais tardia dos genes de
expressdo imediata pode contribuir diretamente para a regulacio de genes que codificam
proteinas marcadoras do fenotipo de hipertrofia cardiaca, como a alfa-actina-esquelética o
fator natriurético atrial (BISHOPRIC et al., 1992; CORNELIUS et al., 1997).

Em experimentos realizados com expressio de gene reporter (promotor do c-jun
fundido ao gene da luciferase), avaliamos a regulagio da express3o de ¢-Jun em ventriculo
esquerdo de ratos submetidos 4 coarctagfio da aorta. Os resultados desses experimentos com
gene reporter in vivo indicaram que a coarctagdo da aorta por 30 minutos nio provoca

modificagdes na atividade do promotor de c-jun. Apesar de nio termos detectado aumento
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na transcricio de c-jun apds 30 minutos de coarctagdio, observamos que o primeiro pico de
aumento da proteina c-Jun foi acompanhado por um aumento paralelo de seu RNA
mensageiro. Estes resultados sugerem que a sobrecarga pressora pode ter induzido a uma
diminuicdo da degradacio do RNA mensageiro de ¢-Jun, caracterizando uma regulagio
pos-transcricdo génica na expressdo desta proteina. Embora estudos anteriores tenham
demonstrado que mecanismos pds-transcricio podem ser importantes para a expressao de
c-Jun (MORELLO et al, 1990; SHERMAN et al., 1990), nossos resultados sdo os
primeiros a indicar que esta regulaco também ocorre em midcitos cardiacos.

Por outro lado, o primeiro pico de expressdo de c-Jun em resposta & sobrecarga
pressora pode estar relacionada ao aumento de sua meia-vida. Esta hiptese € fortalecida
pelos resultados que demonstraram aumento significativo de ¢-Jun fosforilado em serina-63
na fragio nuclear de ventriculos esquerdos apds 10 minutos de coarctagdo. A fosforilagio
deste residuo inibe a degradacio do fator de transcricdo c-Jun pelo sistema
ubiquitina/proteasoma, o que resultaria em aumento na sua expressdo (KARIN et al., 1997).
Contudo, este mecanismo ndo explicaria 0 aumento na quantidade de c-Jun na fragio
citosélica ap6s 10 minutos e na fracdo nuclear apos 30 minutos de sobrecarga pressora.
Assim, pode-se sugerir que a sobrecarga hemodindmica aguda induziu a um aumento
precoce na expressdo de c-Jun no miocardio de ratos principalmente por ativar mecanismos
pos-transcri¢do génica, sendo também possivel a contribuigio de modificagbes na proteina
c-Jun.

O segundo pico de expressdo de c-jun, observado apds 2 horas de coarctagio de
aorta representa, provavelmente, o resultado da ativagio da transcrigdo de c-jun, como
sugerido pelo fato de que a sobrecarga pressora com dura¢io de 3 horas foi acompanhada

por aumento na atividade do gene reporter contendo o promotor selvagem de c-jun.
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Através de construcdes utilizadas para ensaios de gene reporter contendo mutagdes
especificas no promotor de c-jum, caracterizamos quais os elementos envolvidos na
regulacio de sua transcricio mediada por sobrecarga pressora. A mutacio que aboliu a
ligagio ao elemento AP1 ndo afetou o aumento na atividade do promotor de c-jun induzido
pela sobrecarga pressora, embora tenha sido acompanhada por uma reducio de ~3 vezes na
atividade basal do promotor. Estes resultados sugerem que o elemento AP1 é importante
para a transcrigfo basal, mas ndo para aquela induzida por sobrecarga pressora em coragdes
de ratos. Por outro lado, a mutagio que inibiu a ligagio de MEF2 aboliu o aumento na
atividade do gene reporter induzida por coarctagio da aorta, indicando que MEF2 é
essencial para a ativagiio da transcri¢io de c-jun por sobrecarga pressora.

Os experimentos realizados em midcitos ventriculares de ratos neonatos tratados
com fenilefrina estenderam nossas observagdes para mi6eitos cardiacos e confirmaram os
resultados obtidos iz vivo, demonstrando que o elemento MEF2 é fundamental para a
transcri¢io de c-Jun em resposta ao estimulo hipertréfico com fenilefrina. Por outro lado, a
transcricdo basal de c-Jun em midcitos ventriculares de ratos neonatos isolados foi
influenciada tanto pelo sitio MEF2 quanto pelo AP1, o que diferiu dos resultados dos
experimentos in vivo que revelaram a importincia apenas do sitio AP1. Embora a razio
para esta discrepancia nfio seja conhecida, ela poderia ser explicada pelas diferencas nos
estimulos basais aos quais estiio expostos midcitos cardiacos in vitro e ventriculos
esquerdos in situ.

Embora os nossos resultados nfio demonstrem diretamente que mudangas na funcio
da proteina MEF2 interferiram na expressdo de c-jun, ha demonstragdes que os resultados
obtidos com a inativag@io dos fatores de transcricio MEF2 siio equivalentes dqueles obtidos

com inativacio do elemento MEF2 contido no promotor de c-jun (HAN & PRYWES,
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1995; KATO et al., 2000; SUZUKI et al., 2002). Portanto, nossos resultados indicam que o
sitio MEF2 do promotor de c-jun e, provavelmente, os fatores de transcrigdo da familia
MEF2 sio importantes reguladores da expressdo de c-junm nos midcitos cardiacos em
resposta a estimulos hipertréficos. Estes dados estdo de acordo com estudos prévios em
células Hela, fibroblastos, linfocitos T, células C2C12 ¢ midcitos vasculares que
demonstraram dependéncia da regulacdio da transcriciio de c-jun pela ativagio de MEF2
(HAN & PRYWES, 1995; COSO et al., 1997, SHIN & HAN, 1999; ANDREUCCI et al.,
2002; SUZUKI et al., 2002).

A sobrecarga hemodinamica aguda promove aumentos precoces na expressio do
RNA mensageiro de c-jun e induz a fosforilagdo de c-Jun em homogenatos de coragdes
submetidos 2 sobrecarga hemodinamica aguda (SCHUNKERT et al., 1991; ROCKMAN et
al., 1991; FISCHER et al., 2001). No presente estudo demonstramos que o aumento da
expressio de c-Jun em ventriculo esquerdo submetido a sqbrecarga pressora  ocorre
preferencialmente em midcitos cardiacos. Além disto, demonstramos que este evento é
inicialmente acompanhado por uma maior fosforilago de c-Jun no residuo de serina-63,
que ¢ caracteristico do aumento da atividade de transcri¢do génica (ou transativacio) deste
fator de transcri¢io (DERIJARD et al., 1994; SMEAL et al., 1994). Estes resultados estdo
de acordo com aqueles de estudos mais recentes que demonstraram que O aumento na
expressio de c-Jun em resposta & estimulag3o com endotelina e fenilefrina ¢ concomitante
a0 aumento na fosforilacio deste fator mediada por INKs (CLERK et al., 2002).

Os efeitos do aumento da expressio/fosforilagio de c-Jun sobre sua afinidade pelo
DNA (ou atividade de ligagio com o DNA) em resposta a sobrecarga pressora também
foram investigadas em nosso estudo. Em ensaios de “gel shift”, confirmamos observagdes

anteriores (FISCHER et al., 2001) de que a ligagio do complexo AP1 com o DNA aumenta
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precocemente em extratos nucleares de ventriculos esquerdos submetidos a sobrecarga
pressora.

Experimentos de “supershift”, utilizando exiratos nucleares de ventriculos
esquerdos obtidos de animais coarctados por 30 minutos, revelaram que a incubago com o
anticorpo anti-c-Jun, mas nio o anti-fosfo-c-Jun, diminuiu a intensidade do complexo AP1-
DNA. Estes resultados indicam que a fosforilacio de c-Jun em serina-63 ndo foi
determinante para o aumento da ligaciio de AP1 com o DNA, o que esta de acordo com
demonstragdes previas de que a fosforilagdio de ¢-Jun no residuo de serina-63 ndo modifica
a atividade de ligagdo deste fator de transcricgo com o DNA (KARIN et al., 1995). Por
outro lado, os resultados de “supershift” utilizando o anticorpo anti-c-Jun forneceram
evidéncias in€ditas de que o c-Jun é um dos principais componentes do complexo AP1
ativado por sobrecarga pressora aguda. E interessante notar que o aumento da ligacdo de
AP1/c-Jun com o DNA foi concomitante ao aumento na expressio de c-Jun no nucleo de
miocitos cardiacos de ventriculos esquerdos submetidos & sobrecarga pressora. Como nos
ensaios de “gel shift” foram utilizados extratos nucleares de ventriculo esquerdo, podemos
especular que o aumento na expressio de ¢-Jun induzido por sobrecarga pressora pode estar
envolvido na regulacio da atividade de ligagio do complexo AP1 em midcitos cardiacos.
Em concordidncia com nossas observacdes, estudos realizados em outros modelos
experimentais demonstraram que o aumento na expressio de c-Jun estia associado a um
aumento na ligac@io do complexo AP1 com o DNA (CASTELAZZI et al., 1990; WANG et
al., 1999).

De maneira geral, nossos resultados sdo compativeis com a hipétese de que o
aumento concomitante da expressfio e fosforilagio de c-Jun no miocirdio submetido a

sobrecarga pressora pode levar a um incremento sinérgico da ligacdo com o DNA e na
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atividade de transcrigiio génica deste fator, promovendo a amplificagdo de seus efeitos na

regulacdo génica.

5.2. ATIVACAO DE MEF2 POR ESTIMULOS HIPERTROFICOS

Os fatores de transcri¢io da familia MEF2 sio reconhecidos como reguladores da
expressdo de varias proteinas cardiacas (BLACK & OLSON, 1998; KOLODZIEJCZYXK et
al., 1999; NAYA et al., 2002). Além disto, ha demonstracdes de que membros desta familia
encontram-se ativados em modelos cronicos de hipertrofia cardiaca (MOLKENTIN &
MARKHAM, 1993; DOUD ET AL., 1995; KOLODZIEJCZYK et al., 1999; PASSIER et
al. 2000), sendo este fato, geralmente, correlacionado com a regulagiio de genes musculo-
especificos. Entretanto, a contribui¢do dos fatores MEF2 na regulagdo génica precoce em
resposta a estimulos hipertréficos em miocardio e midcitos cardiacos era desconhecida. No
presente trabalho, através dos ensaios de “gel shift” de extratos nucleares demonstramos
que a sobrecarga pressora aguda induz a um aumento precoce na afinidade de MEF2 pelo
DNA. Por outro lado, ensaios com gene reporter do promotor de c-jun revelaram que a
atividade de transcrigiio génica de MEF2 esta precocemente aumentada no miocardio e em
midcitos cardiacos de ratos submetidos respectivamente a sobrecarga pressora € ao
tratamento com fenilefrina, respectivamente.

Os experimentos de immunoblotting e imunohistoquimica realizados no presente
estudo demonstraram que a quantidade de MEF2 nfo se alterou apds sobrecarga pressora
aguda e que este fator localiza-se constitutivamente no nicleo de midcitos cardiacos. Por
outro lado, os ensaios de “gel shift” revelaram um aumento na afinidade de MEF2 pelo

DNA nos extratos nucleares de ventriculos esquerdos que se correlacionou com o Curso
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temporal de coarctagio de aorta. A aboli¢@io da afinidade pelo DNA pelo tratamento com
fosfatase indica que este fendmeno ¢ dependente do nivel de fosforilagio do extrato
nuclear. Portanto, estes resultados indicam que modificagdes nas proteinas MEF2,
presumivelmente a fosforilagio em residuos de serina e treonina, estio envolvidas na
ativaciio de MEF2 por sobrecarga hemodinamica.

Foram descritas trés classes de proteinas quinases ativadoras de MEF2, a saber:
Caseina Quinase II, Calmodulina Quinase ¢ as MAPKs (MOLKENTIN et al,, 1996;
BLACK & OLSON, 1998; MCKINSEY et al., 2002). A Caseina Quinase II fosforila um
residuo conservado de serina na posigdo 59 das proteinas MEF2. A fosforilacdo deste
residuo pela Caseina Quinase II aumenta dramaticamente a hgagdo de MEF2C pelo DNA
(MOLKENTIN et al, 1996). Contudo, este sitio geralmente apresenta fosforilagdo
constitutiva in vivo, ndo parecendo ser importante na regulaciio deste fator por estimulos
extracelulares (BLACK & OLSON, 1998).

A Calmodulina Quinase ¢ capaz de fosforilar MEF2D, resultando em um aumento
na sua atividade de transativacio (BLAESER et al., 2000). Entretanto, ha demonstractes de
que a Calmodulina Quinase também ativa diversas isoformas de MEF2 por mecanismos
que ndo envolvem a fosforilacdo destes fatores (LU et al., 2000; BLAESER et al., 2000).
Neste sentido, estudos recentes indicaram que o principal mecamsmo pelo qual a
Calmodulina Quinase ativa MEF2 ¢ através da inibi¢do de sua interagdio com as
Deacetilases de Histonas Classe II (HDACS), que normalmente mantém as proteinas MEF2
inativas (MCKINSEY et al., 2000; MCKINSEY et al,, 2002).

As proteinas MEF2 apresentam diversos sitios potenciais de interagiio com MAPKs
(BLACK & OLSON, 1998). Entretanto, resultados de estudos em outros tipos celulares

demonstraram que apenas as subfamilias p38 e ERKS fosforilam e ativam MEF2
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(MARINISSEN et al., 1999; HAN & MOLKENTIN, 2000). Por outro lado, estudos in vitro
mostraram que a ativagio de componentes das subfamilias p38 e ERKS também pode
determinar a hipertrofia de midcitos cardiacos (WANG et al., 1998; NICOL et al,, 2001).
Neste contexto, evidéncias experimentais indicaram que as proteinas MEF2 sdo alvos da
atividade de p38 durante o crescimento cardiaco em um modelo transgénico de hipertrofia
miocérdica, assim como durante o crescimento miocérdico fisiologico em camundongos
(KOLODZIEICZYXK et al., 1999). Portanto, as evidéncias disponiveis sugerem que vias
reguladas por MAPKs podem constituir um mecanismo de sinalizagdo chave para a
ativacio de MEF2 no miocérdio.

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que o periodo de até 2 horas de
sobrecarga pressora nio é acompanhado por mudangas detectaveis na ativaciio de p38 no
miocardio de ratos, sugerindo que a p38 nfio tem um papel importante na ativagdo precoce
de MEF?2 no miocardio de animais coarctados. Este fato estd de acordo com observagdes
prévias que indicaram que a atividade de p38 estd tnais envolvida na manutencdo do
fendtipo hipertréfico em longo prazo do que com © inicio da resposta hipertrofica
(SUGDEN & CLERK, 1998).

No entanto, nossos dados contrastam com aqueles de estudo recente que
demonstrou uma ativagdo precoce de p38 no miocérdio de ratos apos sobrecarga pressora
aguda (FISCHER et al., 2001). As razdes para estas discrepancias nao sdo aparentes, mas
diferencas nos modelos experimentais e na intensidade do estimulo poderiam explica-las.
Por exemplo, no presente estudo, os ratos foram submetidos a aumentos de 40 mmHg na
pressio sist6lica aferida na aorta ascendente, enquanto no estudo em questdo foram
referidos gradientes sistélicos na aorta ascendente de 100 mmHg. Este estimulo pressor

acentuado poderia induzir a uma maior tenséo sistolica no miocérdio, com potencial para
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desencadear efeitos adicionais tais como isquemia e rtesposta inflamatéria, que
reconthecidamente ativam p38 (BOGOYEVITCH et al., 1996; SUGDEN & CLERK, 1998).

Em contraste com a ativagdo de p38, nossos resultados de atividade quinase e
imunohistoquimica demonstraram que ERKS foi rapidamente ativada e migrou para nucleo
de midcitos cardiacos em coragbes de animais submetidos & coarctagio. Além disso,
demonstramos que a sobrecarga pressora induziu a uma associacdo entre ERKS5 ¢ MEF2 e
que ERKS imunoprecipitada de coragGes submetidos & coarctacio da aorta apresentou
maior capacidade de fosforilar MEF2 ir vitro. Estes eventos foram paralelos a um aumento
da afinidade de MEF2 pelo DNA, dando suporte a idéia de que a ERKS poderia modular a
ativaciio de MEF2 por sobrecarga pressora aguda.

Por outro lado, os resultados de experimentos de transfecgio de MVRNs com
ERK5-antisenso, demonstraram que ERKS exerce uma aclo central na ativacio do
promotor de c-jun induzida por fenilefrina. Em concordancia com este fato, a mutacio do
elemento MEF2 no promotor do ¢-jfun inibiu a ativagdo induzida por fenilefrina de maneira
comparavel 4 transfeccio com ERKS-antisenso, indicando que a via ERKS5-MEF?2
encontra-se precocemente ativada em midcitos cardiacos tratados com agonistas
hipertréficos. Em conjunto, estes dados indicam que a ERK5 pode ser um elemento critico
na regulagio de MEF2 em midcitos cardiacos em resposta a estimulos hipertréficos.

Os dados na literatura indicam que ERKS pode ativar MEF2 por dois mecanismos
possiveis. O primeiro mecanismo seria a fosforilagio dos dominios de transativagio
demonstrada em MEF2A (na serina 355, treonina 312, treonina 319), MEF2C (na serina
387) e MEF2D (na serina 179) por ERKS, levando a um aumento nas atividades de
transativagio destas isoformas (KATO et al., 1997; YANG et al., 1998; MARINISSEN et

al., 1999; KATO et al., 2000). E interessante que a fosforilac8o dos residuos de serina e
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treonina acima citados contribui para a regulagio da expressio de c-jur em celulas C2C12,
fibroblastos e células HeLa (KATO et al., 1997, MARINISSEN et al., 1999; KATO et al,
2000). Por outro lado, ERKS5 também pode aumentar a atividade de transativacdo de MEF2
por possuir um dominio em sua proteina, que facilita o recrutamento de fatores de
transcri¢io basais (KASLER et al., 2000). Nossas observagoes de que a ERKS fosforila
MEF2 in vitro e que a ERK5 ¢ MEF2 estdo associadas in vivo no miocardio de ratos
coarctados sugerem que ambos os mecanismos poderiam estar envolvidos na regulacio de
MEF?2. Contudo, mais experimentos fazem-se necessarios para determinar a participagdo de
cada um destes mecanismos, assim como os possiveis residuos de MEF2 fosforilados por
ERKS5 no nosso modelo experimental.

No presente trabalho, demonstramos pela primeira vez que a ERKS é precocemente
ativada em ventriculos esquerdos submetidos & sobrecarga pressora in vivo. Embora nio
tenhamos explorado as vias intracelulares pelas quais a sobrecarga pressora induz a
ativa¢do desta quinase, existem indicagSes de que a ERKS ¢ ativada em midcitos cardiacos
e em coracdes isolados por diversos estimulos tais como estresse oxidativo, interleucinas,
agonistas hipertréficos e estresse mecanico (NICOL et al., 2001). Ainda neste contexto, a
ativaciio miocérdica de ERKS por estresse oxidativo parece ser estritamente dependente da
ativacdo de p60-src (TAKEISHI et al., 1999). E interessante notar que resultados de estudos
anteriores de nosso laboratério demonstraram que proteinas quinases componentes do
complexo de adesdo focal, tais como a Quinase de Adesdo Focal e a p60-src sdo também
rapidamente ativadas no miocérdio submetido a estresse mecanico (FRANCHINI et al,,
2000; DOMINGOS et al., 2002).

Por outro lado, a demonstracio, no presente trabatho, de que a ativagéo do promotor

de c-jun por fenilefrina em midcitos ventriculares de ratos neomatos & abolida pela
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transfec¢do com ERKS-antisenso sugere que receptores ol-adrenérgicos podem estar
envolvidos na ativacdo de ERKS, o que estd de acordo com outros estudos que

demonstraram ativagiio de ERKS por vias de proteinas G acopladas a receptores (NICOL et

al., 2001; MARINISSEN et al., 2001).
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6. CONCLUSOES

121



A Figura 30 apresenta um modelo esquematico das vias de sinalizagdo celular
envolvidas na regulacio de c-Jun por estimulos hipertréficos, obtido a partir dos resultados
do presente estudo. A sobrecarga pressora aguda, por constric¢dio da croga da aorta, induziu
a uma expressio bifasica de c-Jun no miocérdio de ratos adultos. O aumento precoce na
expressio de c-Jun foi regulado por mecanismos poés-transcrigio génica e, provavelmente,
por modificagdes em sua proteina, enquanto o aumento tardio foi regulado por aumento na
transcrigio génica. O aumento na expressdo de c-Jun induzido por sobrecarga pressora foi
acompanhado de fosforilagdo no residuo de serina-63 induzida por JNK e por uma maior
afinidade de c-Jun pelo DNA. Os fatores de transcri¢do da familia MEF2 foram
fundamentais para a transcri¢do de c-jun induzida por sobrecarga pressora ¢ em midcitos
cardiacos isolados estimulados com fenilefrina, enquanto o complexo AP1 contribuiu para
a transcricdo basal de c-jun em midcitos cardiacos in vivo € in vitro. Ademais, a ERKS5
fosforilou MEF2 no miocardio de ratos submetido & coarctagio da aorta e foi essencial para

a transcrigio de c-jun em midcitos cardiacos estimulados com fenilefrina.
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SOBRECARGA PRESSORA

SOBRECARGA PRESSORA
(RESPOSTA PRECOCE) (RESPOSTA TARDIA)
: L OU FENILEFRINA

FIGURA 30. Modelo proposto da regulagdo da expressdo e ativaciio de c-Jun em midcitos
cardiacos por estimulos hipertroficos

De maneira geral, os resultados do presente estudo indicam que os aumentos na
expressdo e fosforilagdo de c-Jun atuam como mecanismos sinérgicos para a ativacio deste
fator de transcri¢gdo no miocardio submetido a sobrecarga pressora. Por outro lado, os
fatores de transcricdo da familia MEF2 emergem como importantes reguladores da ativacdo
de gemes de expressdo imediata e, portanto, de coordenagio da expressio de genes
regulatérios durante o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca. Este achado sugere que as

proteinas MEF2 podem ser alvos potenciais para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas na hipertrofia e remodelamento miocardicos.. ;
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7. SUMMARY
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The early expression of immediate early genesis a fundamental feature of
myocardial hypertrophy. The immediate early gene c-jun codifies a transcription factor that
has been assigned to be an important regulator of the hypertrophic response in cardiac
myocytes.

In the present study we investigated whether pressure overload or phenylephrine
treatment stimulated MEF2-dependent transcriptional activation of c¢-jur in cardiac
myocytes. Western blotting and immunohistochemistry analysis of rat myocardium
demonstrated that MEF2 is highly expressed in the rat heart and is predominantly located at
nuclei of cardiac myocytes. Gel shift assays of myocardial nuclear extracts revealed a
consistent DNA binding activation of MEF2 after 1 and 2 hours of pressure overload. We
further show that pressure overload induced a progressive nuclear translocation and
activation of ERKS. Co-immunoprecipitation and in vitro kinase assays indicated that the
activation of ERKS5 was paralleled by increased association ERKS5/MEF2 and by enhanced
ability of ERKS to phosphorylate MEF2. Experiments with in vivo transfection of left
ventricle with c¢-jun promoter reporter gene showed that pressure overload induced a
consistent increase of c-jun transcriptional activity in the rat myocardium. Rendering the
MEF2 site of the c-jun plasmid inactive by mutation abolished the load-induced activation
of c-jun promoter reporter gene. Mutation of MEF?2 site also abolished the phenylephrine-
induced c-jun promoter activation in neonatal rat ventricular myocytes (NRVM). In
addition, we demonstrated that NRVM transfection with ERKS antisense
oligodeoxynucleotide inhibited the phenylephrine-induced c-jun promoter activation. These
findings identify MEF2 as a potential regulator of c-jun transactiv-ation and suggest that
ERKS5 might be an important mediator of MEF2 and ¢-jun promoter activation in response

to hypertrophic stimuli in cardiac myocytes.
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In addition to studying the regulation of c-Jun expression, we also investigated the
activation of this transcription factor in the overloaded myocardium. Immunoblotting of
subcellular fractions and immunohistochemistry assays demonstrated that pressure overload
induced a parallel increase in c-Jun expression and in serine-63-phosphorylation in nuclel
cardiac myocytes nuclei. We also observed that load-induced c-Jun phosphorylation was
concomitant to JNK1 phosphorylation and translocation to cardiac myocytes nuclei.
Moreover, gel shift assays revealed that pressure overload promoted an increase in c-Jun
DNA-binding activity, which correlated with the increase in c-Jun expression. These results
show that c-Jun is regulated by a combination of increased expression and phosphorylation
and indicate that the synergism of these effects might act as a mechanism to amplify ¢-Jun

activity in the overloaded myocardium.
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Em anexo, encontram-se:

- Manuscrito contende dados da tese de doutoramento.

Nadruz Jr., W.; Kobarg, C.B.; Constancio, S.S.; Corat, P.D.; Franchini, K.G. - Load-
induced transcriptional activation of c-jun in rat myocardinm: regulation by myocyte

enhancer factor 2. Cire Res. 92:243-251, 2003,

- Manuscrito relacionado a atividades paralelas desenvolvidas pelo aluno durante o

periodo da tese.

Domingos, P.P.; Fonseca, P.M.; Nadruz Jr., W.; Franchini, K.G. - Load-induced focal
adhesion kinase activation in the myocardium: role of stretch and contractile activity.

Am J Physiol Heart Circ Physiol. 282:H556-H564, 2002.
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Load-Induced Transcriptional Activation of c-jun in
Rat Myocardium
Regulation by Myocyte Enhancer Factor 2

Wilson Nadruz, Jr, Claudia B. Kobarg, Sibata S. Constancio, Patricia D.C. Corat, Kleber G. Franchini

Abstract--The increased expression of immediate-early genes is a key feature of the myocardial response to hypertrophic
stimuli. Tn this study, we investigated whether pressure overload or phenylephrine treatment stimulated myocyte
enhancer factor 2 (MEF2)-dependent transcriptional activation of cun in cardiac myocytes. Western blotting and
immunohistochemical analysis of rat myocardium dermonstrated that p70"5* is highly expressed in the rat heart and is
predominantly located at the nuclei of cardiac myocytes. Electrophoretic mobility shift assays of myocardial nuclear
extracts revealed a consistent DNA binding activation of MEF2 after 1 and 2 hours of pressure overload. We further
showed that pressure overload induced & progressive nuclear translocation and activation of extracellular signal-
regulated kinase 5 (ERKS). Coimmunoprecipitation and in vitro kinase assays indicated that the activation of ERKS5 was
paralleled by increased association of ERK5/p70M and by enhanced ability of ERKS to phosphorylate p70*&%,
Experiments with in vivo transfection of the left ventricle with the c-fun promoter reporter gene showed that pressure
overload induced a consistent increase of ¢-jun transcriptional activity in the rat myocardium. Rendering the MEF2 site
of the c-jun plasmid inactive by mutation abolished the load-induced activation of the ¢-jun promoter reporter gene.
Mutation of the MEF2 site also abolished the phenylephrine-induced c-jun promoter activation in neonatal rat
ventricular myocytes. In addition, we demonstrated that neonatal rat ventricular myocyte transfection with ERK5-
antisense oligodeoxynucleotide inhibited the phenylephrine-induced c-jun promoter activation. These findings identify
MEF2 as a potential regulator of c-jun transactivation and suggest that ERKS5 might be an important mediator of
MEF?2 and c-jur promoter activation in response to hypertrophic stimuli in cardiac myocytes. (Circ Res. 2003;92:243-
251.)

Key Words: pressure overload m transcription factors # myocyte enhancer factor 2 ® c-jun
m extracellular signal-regulated kinase 3

ong-term hemodynamic overload induces myocardial

hypertrophy and remodeling of cardiac chambers that
assume a key role in the compensation of the increased
hemodynamic burden.! The initial response of cardiac myo-
cytes to mechanical stress includes 2 coordinated rapid and
transient activation of immediate-early genes, which is fol-
lowed by activation of the fetal gene program and a time-
dependent increase in protein synthesis.? The immediate-
early genes (ie, c-jun, c-fos, and c-mye) encode for
transcription factors that are normally expressed at low levels
in cardiac myocytes. Nevertheless, the signaling mechanisms
involved in the regulation of these genes by hypertrophic
stimuli remain to be determined.

One such gene, c-jun, has been shown to be rapidly and
transiently activated by mechanical siress in isolated myo-
cytes* and myocardium.® The c-jun promoter contains bind-
ing sites for transcription factors such as Spl, CTF, activator
protein-1 (AP-1), and myocyte enhancer factor 2 (MEF2).°

Binding of the AP-1 complex (c-Fos/ATF or c-Jun/c-Jun
dimer) to the tissue plasminogen activator—responsive ele-
ment in the c-jun promoter has been shown to result in the
stimulation of its transcription.? Studies in NIH 3T3 fibro-
blasts and monocytic cells have shown that MEF2 transcrip-
tion facters also play an important role in the franscriptional
regulation of c~jun.”# Moreover, MEF2 activation in multiple
meodels of cardiac hypertrophy supports the view that factors
of this family might play a central role in the regulation of
fundamental signaling mechanisms during the myocardial
hypertrophic growth.®-1! Although it is well established that
MEF?2 is important for the activation of cardiac muscle~
specific genes,’? the regulation of MEF2 factors in the early
phase of load-induced cardiac hypertrophy and the set of
genes controlled by these factors in cardiac myocytes remain
essentially unknown.

In the present study, experiments were performed to
examine the importance of MEF2 in the regulation of ¢c-jun

Original received January 24, 2002; resubmission received November 21, 2602; accepted November 26, 2002,

From the Department of Internal Medicine, School of Medicine, State Unjversity of Campinas, Carmpinas, 5P, Brazil,

Cormrespondence to Kleber G. Franchini, MD, PhD, Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Ciénclas Médicas, Universidade Estadual de
Campinas, Cidade Universitiria “Zefferino Vaz,” 13081-970 Campinas, SP, Brasil. E-mail franchin@obelix.unicamp.br

@ 2003 American Heart Association, Inc.
Circulation Research is available at htip://www.circresaha.org

DOIL: 10.1161/01.RES.0000053184.94618.97



244 Circulation Research February 7, 2003

transcriptional activation during acute pressure overload in
the myocardium of rats. Additional assays were performed to
investigate the importance of extracellular signal-regulated
kinase 5 (ERKS5) and the MEF2 element in the regulation of
c-jun activation induced by phenylephrine in isolated neona-
tal rat ventricular myocytes (NRVMs),

Materials and Methods

Experimental Models

Male Wistar rats (160 to 200 g) were subjected to acute pressure
overlead (10 minutes to 3 hours) induced by constriction of the
transverse aorta. NRVMs were cultured as previously described!®
and subjected to hypertrophic stimuli through treatment with 100
umol/L phenylephsine.

Irnmunoblotting

Homogenates of left ventricles {LVs) were resolved on SDS-PAGE
and transferred to sitrocellulose membranes. The membranes were
incubated with primary antibodies (anti-phospho-p38, anti-p38,
anti-MEF2A, and anti-c-un from Santa Cruz Biotechnology; anti-
ERX3 from Calbiochem) and stained with ®I-protein A.

ERXS Kinase Activity and In Vitro Assay

ERKS activity was assessed through an autophosphorylation assay. 4
ERKS activity toward MEF2 was analyzed by in vitro kinase assay,
as described previously with modifications.!? Briefly, immunopre-
cipitated ERK5 from sham or overioaded rat LVs was mixed with
MEF2 immunoprecipitated from the LVs of sham rats. The reaction
was carried out by addition of [y-**P]ATP. Proteins were resolved in
SDS-PAGE, and bands corresponding to p70" were quantified by
densitometry.

Tissue Preparation for Immunohistochemistry
Procedures for immunohistochemistry were performed as described
previously.!s LVs were fixed with 4% paraformaldehyde and set in
paraffin. Sections were incubated with primary antibodies, followed
by incubation with peroxidase-conjugated secondary antibodies; the
sections were then stained by reacting diaminobenzidine with H,0,,
Secondary antibody specificity was tested in a series of positive and
negative control measurements.

Isolation of Total RNA/Reverse
Transcription-Polymerase Chain

Reaction Analysis

Total LV RNA was isolated with Trizol reagent.'s cDNA synthesis
was performed in 6-ug aliguots of RNA with the Superscript
preamplification system (Life Technologies). Tag DNA polymerase
was used to amplify the GDNA in the presence of sense and antisense
primers for c-jun (5'-GACCTTCTACGACGATGC-3' and 5°-
CAGCGCCAGCTACTGAGGC-3', respectively) or B-actin (5'-
TTCTACAATGAGCTGCGTGTGGCT-3 and 5'-GCTTCTCCE-
TAATGTCACGCACGA-3’, respectively).

Preparation of Nuclear Extracts and EMSAs

The preparation of 1.V nuclear extracts and electrophoretic mobility
shift assays (EMSAs) were carried out as described previously.l”
MEF2 (GATCGCTCTAAAAATAACCCTGTCG) and nuclear
factor-«B (AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC) DNA binding site
oligonucleotides were from Santa Cruz. The specificity for MEE2
binding was confirmed by competition assays with uniabeled oligo-
nucieotides and immuno—gel-shift experiments with anti-MEF2A
antibody and preimmune serum.

Plasmid Transfection and Dual Reporter
Gene Assays

Plasmids!® containing the murine c-jun promoter fused to the firefly
luciferase gene (pIC6GL3, wild type) with mutations at the MEF2

(pJSXGL3) and AP-1 (pTTXGL3) sites were generated by Dr Ron
Prywes (Columbia University, New York, NY). Experiments were
first carried out in the im situ rat hearts. c-jun promoter reporter
plasmids and the internal control SV40-rerilla luciferase were
injected into the LVs of anesthetized rats. After | week of recovery,
the rats were subjected to aortic constriction (lasting from 10 minutes
to 3 howrs). A transconstriction systolic gradient was measured, and
the LV was assayed for luciferase activity. In a different set of
experiments, c-jun promoters and SV-40 reporter plasmids were
transfected in NRVMs, which were then treated with phenylephrine.
All firefly luciferase values were normalized to renille firefly
activities,

ERKS5-Antisense ODN Transfection

An ERKS5-antisense oligodeoxynucleotide (ODN) (5'-
GGCTTTCGAGGTTCAG-3") based on nuclectides $] to 105 of the
rat ERKS mRNA partial sequence {GenBank No. AJ003424) was
constructed. The sense sequence (5'-CTGAACCTCGAAAGCC-3Y)
was used as a control. All bases were obtained from Life Technol-
ogies and were phosphorothicate-protected. The ERKS ODNs were
transfected in NRVMs 24 hours after the transfection with reporter
genes. NRVMs were maintained for 18 hours in medium containing
10% serum and then for 6 hours in serum-free medium, treated with
phenylephrine for an additional 3 hours, and then harvested for
reporter gene assays. Cells used for immunoblotting and confocal
analysis were collected immediately after the 18-hour serum
exposition.

Laser Confocal Analysis

NRVMs were fixed with 4% paraformaldehyde and incubated with
primary antibodies. This was foliowed by incubation with biotin-
confugated secondary antibodies and then with streptavidin-Cy2 and
rhodamine-conjugated phalloidin. Images were obtained with a laser
confocal microscope (Zeiss LSM3510).

Statistical Analysis
Data are presented as mean=SEM. Differences between the mean
values of the densitometric readings were tested by 1-way ANOVA
for repeated measurements and the Bonferroni multiple-range test. A
value of P<{0.05 indicated statistical significance.

An expanded Materials and Methods section can be found in the
online data supplement available at http://www.circresaha. org.

Results

Effect of Aortic Constriction on Blood Pressure
Figure 1 summarizes the effect of aortic constriction on
systolic blood pressure measured in the ascending and ab-
dominal aortas of anesthetized rats. Systolic blood pressure
measured in the ascending aorta increased by ~40 mm Hg
{from 130 to 170 mm Hg) in the period manging from 10
minutes to 2 hours after aortic constriction. Systolic pressures
measured in the abdominal aorta were similar in aorta-
constricted and in sham-operated rats.

Protein Expression and Activation of p70™*¥ in
Overloaded Myocardium

As a first step toward studying the regulation of MEF2 in
overloaded myocardium, immunoblotting experiments were
performed to assess the amount of the MEF2 protein with
anti-MEF2A antibody. Because this antibody has been shown
to cross-react with other isoforms of MEF2 proteins, the
specific product recognized by this antibody was named
p7OME Ag shown in Figure 2A, a prominent double band
was stained at =70 kDa in the homogenates of the rat LV.
Experiments performed with blocking peptide indicated the
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Figure 1. Hemodynamics. Systolic blood pressure measured
proximally and distally to acriic constriction (n=10} along the
experirmental period. *P<0.05.

specificity of this antibody to p70™¥? (please see online
Figure 1A, available in the data supplement at http://ww-
w.circresaha.org). Aortic constriction lasting from 10 minutes
up to 2 hours produced no change in p70™=? protein levels in
the rat heart. p70™¥* was then localized in sections of LV by
immunohistochemical staining. Myocardial p70M was lo-
calized predominantly at the nuclei of cardiac myocytes
{Figure 2C). Pressure overload caused no major change in the
p70MEF distribution pattern in cardiac myocytes (data not
shown).

To obtain evidence that pressure overload activates MEF2
in the myocardium, we performed EMSA of LV nuclear
extracts to study the interaction between MEF2Z and an
oligonucleotide containing the consensus binding DNA se-
guence for MEF2 (Figure 2D). A consistent increase in DNA
binding activity of MEF2 was observed after 1 and 2 hours of
sustained pressure overload. The specificity of the DNA
probe for MEF2 binding was confirmed by competition
assays with unlabeled oligonucleotides (Figure 2D} and by
supershift assay with the anti-MEF2 antibody (Figure 2E).
The immuno—gel-shift assay showed that a major component
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of the DNA-protein complex was shifted by the anti-MEF2
antibody, confirming that the MEF2 consensus oligonucleo-
tide was bound by MEF2 proteins.

Effect of Pressure Overload on

MAPK-MEF?2 Pathway

MEF2 proteins have potential mitogen-activated protein ki-
nase (MAPK) phosphorylation sites,’® which have been
suggested to be involved in the activation of this transcription
factor.!%2¢ Nevertheless, the available data indicate that only
p38 and ERKS are able to regulate MEF2 factors.i220 To
analyze the role of p38 and ERKS in mediating the load-
induced activation of p70™™ in the myocardium, we first
studied whether pressure overload regulates ERKS and p38
activity in this tissue. Immunoblotting analysis with antibod-
ies against phospho-p38 and pan-p38 indicated that pressure
overload ranging from 10 minutes fo 2 hours did not change
the activity or quantity of p38 in the LV myocardium (Figure
3A). Immunohistochemical analysis showed that p38-MAPK
is constitutively present in the sarcoplasm and nuclei of
cardiac myocytes (online Figure 1B). However, in overloaded
myocardium, no change was detected in the nuclear and
sarcoplasmic staining with specific antibody {data not
shown).

Analysis performed through an in vitro kinase assay based
on immunoprecipitated ERKS autophosphoryiation showed a
progressive increase of ERKS activity in overloaded hearts
that was detected as early as 30 minutes, up to a maximum of
4.2-fold, after 2 hours of pressure overlpad (Figure 3B).
Western blotting with anti-ERKS antibody showed that
equivalent amounts of ERKS protein were present in LV
homogenates during the experimental protocol (Figure 3B).
Immunohistochemical analysis of ERKS in myocardial sec-
tions of control rats showed a diffuse staining in the cytosol
of cardiac myocytes (Figure 3C). However, consistent nu-
clear staining of cardiac myocytes was observed in the
myocardial sections obtained from rats subjected to pressure
overload (Figure 3D).

Figure 2. MEF2 expression and activa-
tion. A, Representative blot {from 6
experiments} of anti-MEF2 blotting from
sham and overloaded heart extracts. IB
indicates immunoblotting; 8, sham. B
and C, immunohistochemical studies
showing negative control {8} and local-
ization of p7OM¥ in the myocardium of
sham rats (C}, most intense in cardiac
myocyte nuclel (brownish staining,
arrows). D and E, Representative EMSA
{from 3 experiments) using a MEF2 con-
sensus oligonucleotide. Twenty micro-
grams of protein was used in each sam-
ple. Specificity of the MEF2 complex
was determined by unspecific {unlabeled
nuciear factor [NFl-xB consensus oligo-
nucleotide) and specific (unlabsled MEF2
consensus oligonucieotide) competition
(O) and by immuno-gel-shift assay with
anti-MEF2 antibody and preimmune
serum (E). Arrows indicate protein-DNA
complex.
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We then investigated whether acute pressure overload
could induce ERKS to interact with p70"¥. Coimmunopre-
cipitation assays of LV homogenates showed a progressive
association between ERKS and p70"™* in vive (Figure 4A).
The ability of activated ERKS to phospherylate p70™ was
confirmed by an in vitro kinase assay. ERKS immunoprecipi-
tated from LV homogenates of control and overloaded hearts
was added to p70"*? immunoprecipitated from LV homog-
enates of control rats suspended in a kinase buffer and
I+ P]ATP. Densitometric analysis indicated a progressive
increase in the phosphorylation of p70™™, beginning at 30
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Figure 3. p38 and ERKS activation. A,
Representative blots of myocardial p38-
MAPK detected by phosphospecific (top}
and regular (bottom) antibodies against
p38 and average values (& experiments)
of p38 activity. B, Representative blots
showing ERKS kinase activity (top) and
ERKS protein levels (bottom) and the
average values (5 experiments) of densi-
tometric analysis of ERKS kinase activity.
IP indicates immunoprecipitation.
*P<0.05 compared with unloaded hearts.
C, Myocardial distribution of ERKS in
unioaded heart showing diffuse immuno-
staining at the sarcoplasm {yellowish
staining, asterisk). D, Localization of
ERKS protein in myocardium subjected
to 2 hours of pressure ovetload P.O.).
Streng ERKS staining was detecied at
cardiac myocyte nuclei (brownish stain-
ing, arrows).

minutes and reaching a 2.2-fold maximum increase at 2 hours
after the onset of pressure overload (Figure 4B). Immuno-
blotting amalysis showed that an equal amount of MEF2
substrate was present in samples containing immunoprecipi-
tated MEF2. In contrast, a weak band of MEF2 was detected
in samples containing only ERKS immmunoprecipitates, which
may represent the amount of MEF2 associated with ERKS.
Accordingly, a minor phosphorylated MEFZ band was also
encountered in the lane correspondent to ERKS immunopre-
cipitates alone, further indicating that MEF2 is a physiolog-
ical substrate of ERKS.

$§ 5 -

Figure 4. ERK5-MEF2 interaction. A,
Representative blot and average values
{5 experiments) showing the results of
MEF2.-ERKS coimmunoprecipitation
experiments, B, Representative biot and
average values (n=5) of pTO"2 in vitro
phosphorylation mediated by ERKS in

. overloaded hearts. immunoprecipitated
ERKS from sham or overlcaded rat LVs
was mixed with MEF2 immunoprecipi-
tated from sham hearts. The reaction
was carmied out by addition of
[v-*P)ATP. Proteins were resolved in
SDS-PAGE, and bands corresponding to
p70M¥2 were quantified by densitometry.
*P<0.05.
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MEF2 Element Regulates ¢c-jun Promoter
Activation by Pressure Overload

Pressure overload has been shown to induce a rapid increase
in myocardial cun expression.? In addition, in cell culture
systems, c-/un expression has been reported to be increased
by transcription factors activated by MAPKs, including
MEF2Z and the AP-1 complex.!® In the present study, the
influence of pressure overload on LV c-jun expression was
analyzed by reverse transcription (RT)-polymerase cham
reaction (PCR), Western blot, and immunohistochemistry.
Pressure overload induced a biphasic increase in c-jurn mRNA
and protein expression in the LV, with an early peak
(=3-fold) at 10 minutes and a second peak (=2.5-fold) at 2
hours after aortic constriction (Figures 5A and 5B8). In the
LVs of control rats, immunostaining with anti-c-Jun anti-
body was found predominantly at the sarcoplasm of cardiac
myocytes (Figure 5C), Pressure overload markediy increased
the nuclear staining for c-Jun, as demonstrated in the repre-
sentative example of Figure 5D.

Experiments using in vivo transfection of LVs with the
c-jun promoter reporter gene were performed to evaluate the
role of MEF2 in the regulation of load-induced c-jun expres-
sion in the myocardium (Figure 6). The LV was transfected
with firefly luciferase-fused plasmids containing wild-type
c~jun promoter (pJC6GL3), a c-jun promoter mutated for the
AP-1 site (pJTXGL3), or a c-jun promoter mutated for the
MEF?2 site (pJSXGL3) by direct injection in the wall of the
LV (Figure 6A). After ! week, transfected rats were subjected
to aortic constriction or sham operation and euthanized 3
hours after these procedures for the analysis of luciferase
activity (Figures 6B and 6C). Pressure overload induced a
2-fold increase in luciferase activity in the LV transfected
with the wild-type plasmid (pJC6GL3), which confirmed that
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Figure 5. Regulation of c+un expression
by pressure overload. A, RT-PCR of
c+jun and B-actin mRNA in rat myocardi-
um. Representative gels from 3 experi-
ments are shown. B, Representative blot
and average values of densitometric
readings (n=6} of the immunobiotting of
anti-c-Jun from sham and overlcaded
heart extracts. *P<0.05. C, Distribution
of c-Jun in the myocardium of control
rats, showing a diffuse immunostaining
at the sarcopiasm {yeliowish staining,
asterisk). D, Localization of c-Jun in
myocardium subjected to 2 hours of P.O,
Strong positive signals of c-Jun were
detected at cardiac myocytes nuclei
(brownish staining, arrows).

pressure overload induces c-jun transactivation. In contrast,
LVs of 30-minute—overloaded hearts showed no change in
tuciferase activity, indicating that the first peak of c-jun—
enhanced expression was probably regulated by posttran-
seriptional mechanisms. Pressure overload still increased
firefly luciferase activity in the LVs of rats transfected with
the ¢c-fun promoter mutated at the AP-1 site (pJTXGL3) by
2-fold, although the basal luciferase activity of this promoter
was 3-fold less than wild-type c-jun. In contrast, no change
was observed in luciferase activity in the LVs of rats
transfected with MEF2-mutated plasmid (pJSXGL3), even
though in these experiments this plasmid showed basal
activity similar to that of wild-type plasmid. In general, these
data support the notion that the MEF2 site plays an important
role in c-jun promoter transactivation by acute pressure
overload.

ERKS and MEF2 Element Regulate c-jun
Promoter Activation Induced by Phenylephrine

in NRVMs

To further analyze the regulation of c-jus promoter activity
by ERKS and MEF2, additional experiments were performed
on NRVMs subjected to hypertrophic stimulus with phenyl-
ephrine The results obtained in this model were consistent
with the data from our in vivo studies. As shown in Figure
7A, NRVMs transfected with wild-type c-jun promoter
showed a ~2-fold increase in luciferase activity after a 3-howr
phenylephrine treatment. MEF2 element mutation abolished
the phenylephrine-induced increases in c-jun promoter lucif-
erase activity. However, similar increases in luciferase activ-
ity were found in NRVMs transfected with the AP-1-mutated
¢-jun promoter. It was noticeable that luciferase baseline
activities of MEFZ-mutaied and AP-l-mutated plasmids
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were markedty reduced (=50-fold) compared with the base-
line activity seen in NRVMs transfected with the wild-type
C-jun promoter,

The role of ERK5 on phenylephrine-induced activation of
c-un promater in NRVMs was assessed by ransfecting NRVMs
with ERK 5-antisense ODNs. As shown in Figire 7B, ERKS
antisense produced an inhibitory effect on phenylephrine-in-
duced activation of the c-jun promoter similar to the MEF2
element mutation, supporting a central role of ERKS in the
agonist-induced activation of c-fun promoter in NRVMs. The
effectiveness of ERKS5-antisense ODN transfection to reduce
ERK S5 protein expression and the absence of a deleterious effect
of this procedure on NRVMs were demonstrated by immuno-
blotting and laser confocal analysis with anti-ERKS antibody
(Figures 8A through 8E). As shown in Figure 3A, antisense
transfection markedly reduced ERKS protein expression
(==72%), an effect confirmed by immunohistochemical analysis
(Figures 8B and 8C). The specificity of this procedure was
demonstrated by our data, which indicated that the expression of
p38-MAPK and MEF2 were not changed by antisense transfec-
tion (Figures 8A, 8D, and 8E).

Discussion
The rapid activation of the immediate-early gene program
that inciudes upregulation of c-jun, c-fos, c-myc, and egr-1 is

Systolic Progsure

pICEGLS pJSXGLS pdTAGLI
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= 160
-
£
£
=420
80
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S 3h

3 3h
Figure 6. c~un promoter regulation by pressure overioad. A, Schematic representation of the wild-type murine ¢-jun promoter
(pJCBGLY) and its derivatives mutated at MEF2 (pJSXGLS) and AP-1 {pJTXGL3) regulatory elements. B, Systolic biood pressure mea-
sured proximally and distally to the aortic constriction of sham and overloaded transfected rats. P indicates proximal; D, distal.
*P<(.05. C, Graphic representing the average values (n=8) of firefly luciferase activity normalized to renflia luciferase activity present in
each sample. #P<0.05 for sham-pJTXGL3 compared with sham-pJCEGLS and -pJSXGL3.

an essential feature of cardiac myocytes in response to
hypertrophic stimuli.>2! In the present study, we provided
evidence of a rapid activation and interaction of ERK3 and
MEF? in cardiac myocytes in response to mechanical stimuli.
By transfecting LVs and NRVMs with the c-jun promoter
reporter gene, we demonstrated that the MEF2 site of the
¢-jun promoter is essential for the early transcriptional acti-
vation of c-fun in cardiac myocytes evoked by hypertrophic
stimuli. In addition, the transfection of NRVMs with ERKS
antisense abolished c-jur promoter activation by phenyleph-
rine. Overall, these results are compatible with the notion that
the ERKS5-MEF2 pathway might work as a major regulator of
early c-jur transcriptional regulation in cardiac myocytes in
response to hypertrophic stimuli.

Transcriptional Regulation of c-jun by MEF2

The early induction of c-jun expression in the myocardium in
response to acute mechanical stress is a well-characterized
phenomenon.* [n the present study, we first investigated the
regulation of ¢-Jun by characterizing its expression by protein
blotting and RT-PCR and its loczlization in the LV by
immunchistochemistry, The analysis of LV sections stained
with anti-¢-Jun antibody indicated that myocardial ¢-Jun is
located mostly in cardiac myocytes. In addition, it was shown
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Figure 7. c-un promoter regulation by phenytephrine (PE). A,
Graphic representing the average values {(n=4) of luciferase
activity in NRVMSs stimulated with PE. C indicates control.
#P<0.05 compared with controi-pJCBGL3. B, Average values
(n=4) of luciferase activity in pJCBG3-transfected NRVMs stim-
uiated with PE and transfected with ERKS ODNs.

that the amount of c-Jun in the nuclei of cardiac myocytes
increases dramatically in overloaded hearts, indicating a
load-induced translocation of c-Jun to the nuclei. RT-PCR
and Western blot analysis of the myocardial homogenatss
indicated that the enhanced expressions of c-Jun protein
and mRNA in overioaded hearts are actually biphasic, with
an initial peak at 10 minutes and a later peak at 2 hours
after the beginning of sustained pressure overload. Be-
cause reporter gene assays showed no increase in c-jun
promoter activity after 30 minutes of pressure overload,
the first peak of c-Jun mRNA and protein expression
would be explained by posttranscriptional regulation un-
less the promoter sequence used in the present study does
not contain the appropriate regulatory domains to detect
early regulatory function.

The second peak of ¢-Jun mRINA and protein expression,
seen at 2 hours of sustained pressure overload, might repre-
sent a more franscriptional regulation of c-jun. The analysis
of load-induced transcriptional regulation of ¢c-jun was as-
sessed by {ransfection of intact hearts with constructions of
the c-jun promoter-reporter gene. Wild-type and MEF2Z or
AP-1 site-mutated constructions were directly injected into
intact rat hearts that were then overloaded as a result of aortic
constriction. We observed that sustained increases of aortic
pressure by 3 hours were paralleled by consistent increases in
the wild-type reporter gene activity. Mutation that abolished
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Figure 8. Effect of ERKS ODNs on NRVMs. A, Representative
immunohloiting (from 3 experiments) of extracts from NRVMs
transfected or not with ERKS ODNs performed with anti-ERKS,
-MEF2, and -p38 antibodies. B through E, Laser confocal analy-
sis of control and antisense-transfected NRVMs double-iabeled
with phalloidin and anti-ERKS or anti-MEF2 antibodies. Cells
were collected after maintenance in medium containing serum
for 18 hours.

AP-1 binding did not affect the load-induced increase in
reporter gene activity, although it was accompanied by a
3-fold reduction in c-jun promoter basal activity. These
results suggest that the AP-1 site is important for basal but not
for load-induced c-jurn franscription in rat hearts. However,
mutation that inhibits binding of MEF2 factors abolished the
load-induced increase in reporter gene activity, indicating that
the MEF?2 site is essential for the load-induced transcriptional
activation of c-jun. Experiments performed in NRVMs
treated with phenylephrine confirmed the results obtained in
in vivo preparations, strengthening the idea that the MEF2
site of the c-jun promoter and presumably MEFZ factors are
important regulators of c-fun expression in cardiac myocyies
in response to hyperirophic stimuli. In this context, although
the present study lacks a direct demonstration that changes in
MEF2 protein function interfere with c-jun expression, sev-
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eral studies have shown that procedures that render MEF2
proteins inactive affect c-fun promoter-reporter gene activity
to a similar extent as mutation of the MEF2Z site. This
indicates that the use of c-jun promoter construction contain-
ing MEFZ site mutation is a useful tool to assess the
regulatory function of MEF2 transcription factors.22-24

The contribution of MEF2 factors to the regulatory events
that oceur early in response to hypertrophic stimuli was not
previously explored in cardiac myocytes. The idea that MEF2
proteins regulate transcriptional events in the myocardium
that precede the activation of muscle-specific genes during
the hypertrophic stimuli was strengthened by our demnonstra-
tion in the present study that p70M¥™ is expressed at high
levels in cardiac myocyte nuclei and that MEF2 is rapidly
activated in overloaded hearts, as demonstrated by EMSA.
Although our data indicate that MEF2 factors play an
important role to the regulation of c-jun expression in
response to hypertrophic stimuli, questions such as the
relative contribution of specific members of MEF2 family to
the regulation of ¢-jun and the importance of this pathway to
the whole process of cardiac hypertrophy remain to be
determined.

Upstream Activator of MEF2 in Cardiac Myocytes
in Response to Hypertrophic Stimuli

MEF2 can be regulated at transcriptional and translational
levels.'2 Two other potentially important mechanisms for the
regulation of MEF2 activity may lie in the control of their
nuciear Jocalization and transcriptional activity, with both
probably regulated by reversible phosphorylation of this
factor in serine and threonine residues.?? In this context,
MAPKs have been shown to phosphorylate and activate
MEF?2 transcription factors.'®2¢ In addition, MEF2 activity
has been shown to be regulated by dissociation from class II
histone deacetylases!®2% as well as through dephosphoryla-
tion by caleineurin. 1926 However, the relative importance and
the necessity and sufficiency of each of these mechanisms to
MEF2 activation in response to hypertrophic stimuli remain
to be elucidated.

Although any MAPK could potentially influence MEF2
activity, the available data have restricted this effect to p38
and ERKS5.1%20 Moreover, distinct experimental evidence
indicates that p38 and ERKS5 pathways may regulate cardiac
myocyte hypertrophy. 2728 In this context, experimental evi-
dence has indicated that MEF2 proteins are targets of p3%
activity during cardiac growth in a transgenic murine model
of myocardial hypertrophy.!! However, our present data
indicate that pressure overload lasting up to 2 hours is not
accompanied by a detectable change in the activity of p38 in
the rat myocardium. Thus, these results do not support a role
for p38 in the early activation of MEF2 in overloaded
myocardium of rats. This agrees with a previous observation
indicating that the activation of p38-MAPK rather than
initiation of the hyperirophic response may be more impor-
tant in its maintenance over z longer period of time.?
However, this contrasts to a more recent report showing an
early activation of p38 in the rat myocardium after aortic
constriction.*® The reason for the discrepancies is not appar-
ent, but differences in the experimental design and stimulus

intensity could explain the difference between the results of
the present and previous studies. To date, although rats of the
present study were subjected to increases in peak systolic
pressure of the ascending aorta of =40 mm Hg, systolic
gradients of 100 mm Hg were observed in the above-
mentioned study of Fischer et al.* Such pressure stimulus, by
inducing greater systolic stress, might trigger additional
effects, such as ischemia and inflammatory activation, which
are known to be effective activators of p38-MAPK 3t

In contrast to p38, our present findings indicate that ERKS5
was rapidly activated and migrated to the nuclei of cardiac
myocytes of overloaded hearts, as assessed by kinase assays
and immunohistochemical analysis, respectively. In addition,
we showed that pressure overload induced an ERK5-p70M%?
association and that load-induced activated ERKS is able to
phosphorylate p70™¥* in vitro. These phenomena paralieled
the increase in MEF2-DNA binding activity, supporting the
idea that ERKS might modulate the activation of p70M=™ by
acute pressure overload in the rat heart. On the other hand, by
transfecting NRVMs with ERK 5-antisense OPNs, we also
demonstrated that ERK5 plays a central role in phenyleph-
rine-induced c-jun promoter upregulation. A further sugges-
tion of the interaction of ERKS-MEF2 in the regujation of
C-fun promoter activation is supported by the fact that ERKS
antisense ichibited the phenylephrine-induced c-jun promoter
activation to the same extent as MEF2 element mutation.

The mechanisms whereby hypertrophic stimuli induces the
activation of ERKS in vivo remain to be determined, but
studies have shown that stimuli such as mechanical stress,
ischemia, oxidative stress, interleukins, and growth factors
may activate ERKS in cardiac myocytes.?83232 Qur present
results, which show the c-jun promoter activation by phen-
ylephrine in NRVMs and its abolition by transfection with
ERKS5-antisense ODNs, suggest that o;-adrenergic receptors
may also be involved in ERKS activation, which is in accord
with results from studies that have demonstrated ERKS
activation by G-protein~coupled receptor pathways.28.34

In conclusion, our data indicate that the wanscriptional
activation of c-jun elicited by mechanical and agonist-
induced stimuli in cardiac myocytes involves the activation of
MEF2, suggesting that this transcription factor may play a
central role to the regulation of early gene expression induced
by hypertrophic stimuli. In searching for the upstream regu-
lators, we have also shown data compatible with the notion
that ERKS5 might be an important mediator of MEF2 and

- C-jun promoter activation in response to hypertrophic stimuli.

Further work will be required to unravel the importance of
c-Jun upregulation in the process of myocardial hypertrophy.
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Load-induced focal adhesion kinase activation in the
myocardium: role of stretch and contractile activity
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Domingos, Priscila P., Priscila M. Fonseca, Wilson
Nadruz, Jr., and Kleber G. Franchini. Load-induced focal
adhesion kinase activation in the myocardium: role of stretch
and contractile activity, Am J Physiol Heart Circ Physiol 282;
H556-H564, 2002; 10.1152/gjpheart.00534.2001.—We in-
vestigated the influence of stretch and contractile activity
on load-induced activation of focal adhesion kinase (FAK)
and extracellular signal-regulated kinase (ERK)1/2 in iso-
lated rat hearts. Increases of diastolic pressure from ~0 to
~ 15 mmHg rapidly increased FAK tyrosine phosphorylation
(maximum: 2.3-fold) and binding to c-Src (maximum: 2.8-
fold} and Grb2 (maximum: 3.6-fold). This was paralleled by
activation (maximum: 2.8-fold) and binding of ERK1/2 to
FAK. FAK and ERK1/2 were immunolocalized at sarco-
lemmal sites of cardiac myocytes and in the nuclei, in the
case of ERK1/2. Balloon inflation to raise ventricular pres-
sure in hearts perfused with cardioplegic solution also acti-
vated FAK and ERK1/2. However, increases in contractile
activity induced by increasing calcium concentration in the
perfusate (from 0.5 to 5 mM) did not activate the FAK
multicomponent signaling complex or ERK1/2 in the myocar-
dium. These results indicate that stretch rather than con-
tractile activity induces FAK and ERK1/2 activation in the
myocardium. In addition, the activation and binding of
EREK1/2 to FAK suggest that FAK drives the load-induced
activation of ERK1/2.

cytoskeleton; cell signaling; rat heart

MECHANICAL INPUT PLAYS & MAJOR ROLE in cardiac adaptive
responses to hemodynamic overload (10). In addition to
triggering the force-length mechanism and homeomet-
ric autoregulation, mechanical input activates signal-
ing mechanisms involved in hypertrophic growth of
cardiac myocytes, the hallmark of the myocardial
structural adaptation in response to sustained hemo-
dynamic overload (11, 27). How mechanical input is
converted to biochemical signals that induce the myo-
cardial hypertrophic response is still not completely
understood. However, increasing evidence supports
the notion that living cells transduce and transmit
forces into biochemical signals through specialized fo-
cal sites of the membrane, whereby integrins connect
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the cytoskeleton to the extracellular matrix (6, 186, 17,
23). This includes cardiac and skeletal myocytes,
where the costameres, the counterpart of the focal adhe-
sion complex, connect the sarcolemma to sarcomere 7
lines through cytoskeletal proteins (4, 12, 15, 25, 33,
38). Such structures provide a continuous path for
mechanical signal transfer from the extracellular ma-
trix to the sarcomere, nucleus, and internal organelles.
In addition, many signaling molecules are immobilized
and have their function dependent on the anchorage to
the cytoskeleton, which provides a physical basis for
mechanobiochemical transduction (6, 14, 17).

Among the various signaling molecules involved in
integrin-mediated signaling, focal adhesion kinase
(FAK) has received much attention because experi-
mental evidence indicates that it plays a key role in the
cellular effects elicited by the integrin/cytoskeletal sys-
tem, such as cell growth and gene expression (8, 14).
The precise mechanism that links integrins to FAK
activation is unknown, although it is clear that inte-
grin clustering mediates FAK autophosphorylation,
predominantly at Tyr®®" (7, 29). After autophosphory-
lation, additional tyrosine residues of FAK are phos-
phorylated through the action of ¢-Sre, which binds to
FAK at Tyr®®" via its SH2 domain (7, 29). This leads to
the binding of other SH2 domain proteins such as
phosphatidylinositol-3-kinase (PISK} (14) and the Grb2/
Sos complex (30), which in turn activate, among others,
the Akt and Ras/mitogen-activated protein (MAP) ki-
nase signal transduction cascades, respectively (30,
36). FAK activation has been demonstrated to occur in
isolated cardiac myocytes subjected to pulsatile me-
chanical stretch and in overloaded feline and rat myo-
cardium (13, 18, 20, 32). With the use of an experimen-
tal preparation in which the in situ rat heart was
subjected to controlled pressure overload, we were able
to show that pressure overload elicits rapid activation
of the multicomponent signaling complex associated
with FAK in the rat heart (13). The close relationship
among increased load and FAK/c-Sre activation, FAK/
PISK/Grb2 association, and the concurrent activation
of Akt and extracellular signal-regulated kinase
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(ERK}1/2, two potential downstream effectors of the
FAK multicomponent signaling complex, indicated
that it may play a role in the earlier myocardial re-
sponses to increased workload. Although these results
provide evidence that FAK is activated in response to
hemodynamic overload, the fact that they were ob-
tained in an “in situ” preparation precluded a better
understanding about the nature of the mechanical
forces involved in this process.

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

METHODS

Antibodies and Chemicals

Antibodies against FAK, ¢-Sre, Grb2, ERK1/2, phosphory-
lated (Thr202/Tyr?**.ERK1/2, and phosphotyrosine were
purchased from Santa Cruz Biotechnology. Affinity-purified
rabbit anti-mouse IgG was from Dako. 2%I-labeled protein A
{[(**#T]protein A), anti.rabbit IgG-biotin, and streptavidin-
peroxidase were from Amersham. Protein A-Sepharose 6MB
was from Pharmacia. All other reagent grade chemicals were
from Sigma.

Isolated Perfused Heart Preparation

All animals received care in compliance with the principles
of laboratory animal care formulated by the university's
Animal Care and Use Committee. Wistar rats weighing ~200
g were anesthetized with pentobarbital sedium (60 mg/kg ip).
After intravenous administration of heparin (500 IU/kg), the
rats’ chests were opened, and the hearts were rapidly excised
and mounted on a nonrecireulating Langendorff perfusion
apparatus. Retrograde perfusion was established at a pres-
sure of 70 mmHg with oxygenated normothermic HEPES
buffer (pH 7.4) containing (in mM) 20 HEPES, 137 Na(C], 1.2
MgS0,, 5 KC), 1.5 CaCly, and 16 D-glucose. In experiments
performed te analyze the influence of changes in contractile
activity on FAK activation, Cae of HEPES buffer was in-
creased from 0.5 mM to 1.5, 3.0, and 5.0 mM. To evaluate the
contribution of passive tension-stretch on FAK activation,
the hearts were perfused with a cardioplegic solution con-
taining (in mM) 20 HEPES, 127 NaCl, 15 KCl, 1.2 Mg30,,
1.5 CaCls, and 16 D-glucose; pH 7.4. A small fluid-filled latex
balloon connected to a polyethylene-50 tube was positioned
into the left ventricular chamber and connected to a pressure
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transducer calibrated to 2 mercury manometer for ventricu-
lar pressure monitoring. The pressure signal was amplified
{GP4A General Purpose Amplifier, Stemtech), digitized using
an analeg-to-digital converter, and visualized on a personal
computer loaded with Windagq software (DATAQ). Data were
stored on a disk for off-line analyses. Pressure was recorded
at different intraventricular volumes according to the proto-
cols described in Experimental Design.

Tissue Homogenization

After the pressure recording sesgion, the heart was rapidly
removed from the perfusion apparatus, and the left ventricle
was minced coarsely and homogenized in ~10 volumes of
solubilization buffer [1% Triton X-100, 100 mM Tris-HCI (pH
7.4}, 100 mM sodium pyrophosphate, 160 mM sodium fluo-
ride, 10 mM EDTA, 10 mM sodium vanadate, 2 mM phenyl-
methylsulfonyl flueride, and 0.1 mg/ml aprotinin! at 4°C with
a Polytron eperated at maximum speed for 30 s. The extract
was centrifuged at 10,000 g at 4°C for 30 min, and the
supernatant was used for the assay. Protein concentration
was determined with the Bradford dye-binding method. The
supernatant was treated with Laemmli sample buffer con-
taining 100 mM dithiothreitol heated in a boiling water bath
for 4 min and then resolved on SDS-PAGE (8% bis-acryi-
amide) in a Bio-Rad miniature gel apparatus (Mini-Protean,
Bie-Rad Laboratories; Richmond, CA). Equal amounts of
total protein were used for all samples.

Protein Analysis by Immunoblotting

Aliquots of whole extracts or immunoprecipitated proteins
with specific antibodies and protein A-Sepharose were
treated with Laemmli sample buffer containing 100 mM
dithiothreitol and heated in a boiling water bath for 4 min,
after which they were subjected to SDS-PAGE (8% bis-acryl-
amide) in a Bio-Rad miniature gel apparatus (Mini-Protean).
Flectrotransfer of proteins from the gel to nitroceliulose
membrane was performed for 90 min at 120 V (constant)in a
Bio-Rad miniature transfer apparatus (Mini-Protean). Non-
specific protein binding to the nitrocellulose membrane was
reduced by preincubating the filter overnight at 4°C in block-
ing buffer (5% nonfat dry milk, 10 mM Tris, 150 mM NaCl,
and 0.02% Tween 20). The nitrocellulose membrane blot was
incubated with anti-FAK anti-Srec, anti-phosphotyrosine, anti-
Grb2, anti-ERK1/2, or anti-phosphorylated ERK1/2 antibodies
diluted in 10 ml of blocking buffer (3% BSA instead of nonfat
dry milk) overnight at 4°C and then washed for 60 min in
blocking buffer without milk or BSA. The blots were subse-
quently incubated with 2 wCi [***I]protein A (30 pCi/pg) in
10 mi of blocking buffer for 2 h at room temperature and then
washed again for 30 min as described above. [***[jprotein A
bound fo the specific antibodies was detected by autoradiog-
raphy using preflashed Kodak XAR film (Eastman Kedak;
Rochester, NY) with Cronex Lightning Plus intensifying
screens (DuPont; Wilmington, DE) at —~80°C for 24 h. Band
intensities were guantified by optical densitometry (model
GS 3800 densitometer, Hoefer Scientific Imstruments; San
Francisco, CA) of the developed autoradiographs.

Tissue Preparation for Morphometry
and Immunohistochemistry

The ventricles were fized by overnight immersion with 4%
paraformaldheyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, and
processed to inclusion in Histotec (Merck). Sections used for
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morphometric analysis of cardiac myoeytes were stained with
hematoxylin-eosin. Sections for immunohistochemistry (5
um thick} were transferred to poly-L-lysine-coated glass
slides. The endogenous peroxidase activity was blocked by
treatment with 0.03% Hz0z in 0.1 M phosphate-saline buffer
{PBS) at room temperature, for 30 min, The sections were
preincubated in blocking buffer (5% nonfat dry milk on 0.1 M
PBS) for 45 min at room temperature, followed by overmght
incubation with the primary antibodies anti-FAK (1:100 di-
lution) and anti-ERK1/2 (1:75 dilution) at 4°C. The sections
were extensively rinsed in 0.05 M PBS and incubated with
biotin-conjugated secondary antibodies (1:300 dilution) for
2 b at 25°C. After sections were washed as above, they were
incubated with streptavidin-peroxidase complex (1:500 dila-
tion) for 45 min at room femperature, rinsed again, and then
subjected to freshly prepared diamincbenzidine (0.5 mg/mi)
containing HeO2 (0.8%) for 5 min. The sections were then
counterstained with hematoxylin and treated with lithium
carbonate. Secondary antibody specificity was tested in a
series of positive and negative control measurements. In the
absence of primary antibodies, application of secondary an-
tibodies (negative controls) failed to produce any significant
staining.

Experimental Design

Group 1: diastolic-systolic pressure relationship. After the
baseline pressure-recording period (18 min), the volume of
the balloon positioned into the left ventricle of each beating
heart was increased to raise the diastolic pressure from ~0
mmHg to ~5, 10, or 15 mmHg for 10 min. In control hearts,
the balloon pressure was maintained at the baseline level for
10 min more. After this period, the hearts were rapidly
removed and processed for Western blotting and histology.

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

Group 3: changes in Cag. In this group, the hearts were
prepared as described for group 1, but they were perfused
with buffers containing Cas of ~0.5, 1.5, 3.0, and 5.0 mM.
Diastolic pressure was maintained at ~0 mmHg along the
25-min experimental period. Afier this peried, the hearts
were rapidly removed and processed for Western blotting.

Statistical Analysis

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

RESULTS

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

The functional parameters and the diameters of car-
diac myocytes of perfused hearts in which diastolic
pressure was raised from ~0 to ~15 mmHg are shown
in Fig. 14 and Table 1. Increases of diastolic left ven-
tricular pressure produced the expected increases of
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left ventricular systolic pressure, with no significant
effect on spontaneous heart rate or on the rate of
systolic pressure increase or decrease. The increases in
left ventricular diastolic pressure were paralleled by
reductions ir the diameter of cardiac myoecytes, indi-
cating that these cells were progressively stretched by
the increasing balloon inflation (Table 1). Moreover,
the increases in the left ventricular diastolic and sys-
tolic pressures induced by the left ventricular balloon
inflation were accompanied by increases in the tyrosine
phosphorylation of FAK (Fig. 1B). Increases in dia-
stolic pressure from ~0 to ~5 mmHg, which increased the
systolic pressure by ~15 mmHg and reduced the cardiac
myocytes diameter by ~15%, were accompanied by a
twofold increase in the amount of tyrosine-phosphory-
lated FAX (Fig. 1B). Modest additional increases of
FAK tyrosine phosphorylation were observed with bal-
loon inflation to increase diastolic pressure to ~10 and
~15 mmHg.

FAK autophosphorylation at Tyr®® recruits and ac-
tivates c-Sre, which is responsible for further tyrosine
phosphorylation of FAK at residues Tyr®75-577, Tyr®51,
and Tyr®% (6, 9, 14, 29, 30). This elicits further recruit-
ment of signaling molecules such as Grb2, PI3K, and
paxillin, resulting in the formation of a multicompo-
nent signaling complex linked to various cellular func-
tions. As shown in Fig. 1C, the load-induced FAK
tyrosine phosphorylation was accompanied by an in-
crease in the amount of ¢-Sre coimmunoprecipitated
with FAK, indicating a load-induced binding of ¢-Src to
FAX. This was also paralleled by increases in the
binding of Grb2 to FAK (Fig. 1D),

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

Immunchistochemical analysis indicated that myo-
cardial FAK protein was loealized mainly in cardiac
myocytes (Fig. 34). At higher magnification (Fig. 3B),
FAK immunoreactivity appeared along the sarco-
lemma of cardiac myocytes and also in spots regularly
distributed at the sarcoplasm, resembling the distribu-
tien of T-tubules. Immunohistochemical staining was
also performed to determine the localization of ERK1/2
in the myocardium. As shown in Fig. 3, C and D,
ERK1/2 protein was localized at the nuclei of cardiac
myocytes, but a consistent sarcolemmal and sarcoplas-
mic localization was also detected. The distribution
pattern of ERK1/2 in the cardiac myocytes, resembling
the FAK distribution pattern, suggests the colocaliza-
tion of FAK and ERK1/2 both at the sarcoplasmic and
sarcolemmal sites.
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Effect of Myocardial Passive Tension/Stretch on FAK
and ERK1/2 Activation

Because increases in left ventricular diastolic pres-
sure increased systolic pressure, it was not possible, in
beating hearts, to distinguish between myocardial
stretech and contractile activity as the major determi-
nant of Joad-induced FAK and ERKV/2 activation. To
test for the ability of increases in passive tension/
stretch to activate these enzymes, we performed exper-
iments in arrested hearts. As indicated in Fig. 44,
raising intraventricular pressure in these hearts still
increased FAK tyrosine phosphorylation as well as the
binding of ¢-Src (Fig. 4B) and Grb2 (Fig. 4C) to FAK.

H559

125 kDa Fig. 1. Load-induced activation of the

focal adhesion kinase (FAK) multicom-
ponent signaling complex in the iseo-
lated perfused@ rat heart, A: graphic
showing the diastolic/peak systolic
pressure relationship of isolated per-
fused rat hearts (n = 7). B: represen-
tative blots (fop) of immuneprecipi-
tated (IP) FAK from myocardial
extracts stained with anti-FAK and
anti-phosphotyrosine {(anti-aPy) anti-
bodies. Increases in diastolic/peak sys-
tolie pressure above the baseline val-
ues (0/81 mmHg) was accompanied by
increases in the amount of FAK ty-
rosine phosphoryiation, whereas the
amount of FAK remained constant.
The graphic (bottom) shows the aver-
apge values of the increases in FAX {y-
rosine phosphorylation as percent
changes compared with baseline val-
ues {100%) cbtained by densitometric
readings of blots (n = 7). C: represen-
tative blot ({ap) and average vzlues
{boztom) of the amount of ¢-Src coim-
muncprecipitated with FAK from ho-
mogenates of hearts subjected to in-
creasing workload ¢ = T). I
representative blot (fop) and average
values (botiom) of the amount of Grb2
coimmunoprecipitated with FAK (n =
7 hearts). *P < 0.05 compared with
eontrol values. IB, immunoblotting.
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Moreover, myocardial stretch was followed by ERK1/2
activation (Fig. 5A4) and binding to FAK (Fig. 5B).

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

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

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

pressure was raised from ~0 to 15 mmHg

Diastolic Pressure, mmHBg

1] 5 10 15
Systolic pressure, mmEg 81+4 9§ = 5% 112 6% 120+ 5%
Diastolie pressure, mmilg 1+05 4:%0.7% 10 1% 14 1%
Heart rate, beats/min 265 17 275+15 26812 25020
+dP/ds, mmHg/s 1,717:%92 1,816 88 1,873+114 2,068 =120
~dP/dt, mmHg/s 1,152%53 1,428 +82 1,378 =62 1,400+=80
Myocyte diameter, um S04 7.9+0.5% T4E0.7% 5.8+0.6%

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

control values.
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Fig. 2. Load-induced extracellular sig- A B

nal-regulated kinase (ERK)1/2 activa- IP: anti-Fak
tion in isolated perfused rat hearts. A:

representative blots (top) of the amount 1B, antiFrk
of ERK1/2 and activated ERK1/2 de-

tected by anti- ERK1/2 and anti-phos-

phorylated (Thr?%/Tyr®4)-ERK1/2 (P-  TR:anti-P-Erk
ERK) in the homogenates of hearts
subjected to increasing workload. The
graphic (bottom} represents the average
values of the increases in P-ERK1/Z as *
percent changes compared with baseline
values (100%) obtained by densitomet-
ric readings of blots (n = 6). B: repre-
sentative blots (fop) of ERKL2 and
P-ERK1/2 coimmunoprecipitated with
FAK from homogenates of rat hearts
subjected to increasing workload. The
graphic (botforn) represents the aver-
age values (n = 6) of experiments of the
increases in P-ERKV2 coimmunopre-
cipitated with FAK. *P < 0.05 com-
pared with contrel values. g 5 0 15 (onil) L] 5 i1} 5 (i)

A4 kDa . .
52 kD= IB: anti-Erk

44kba v AnEi P
Py IB: anti-P-Erk
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at 0 mmHg. Western blot analysis of FAK tyrosine immunoprecipitated FAK in the homogenates of hearts
phosphorylation showed that increases in contractile perfused with different Cao. Besides the lack of FAK
activity were not accompanied by FAK activation (Fig. multicomponent signaling complex activation, in-
6B). In addition, no change could be demonstrated in creases in contractile activity alone could not activate
the amount of c-Src and Grb2 (Fig. 6C) associated with ERK1/2, as indicated by the absence of changes in the

Fig. 3. Myocardial distribution of FAK
and ERK1/2. A and B: localization of
FAK protein (arrowheads) as seen in
longitudinal and transversal myofiber
sections. FAXK staining was detected
predominantly at sarcolemsmal sites,
but spots are also observed regularly
distributed in the sarcoplasma. € and
D: ERKV/2 protein localization {arTow-
heads and arrows) in longitudinal and
transversal myocardial sections. The
staining for this protein was detected
in the myocyte nuclei, but it was also
found at sarcolemmal and sarcoplas-
mic sites in a2 distribution similar to
that of FAK. Magnification, X1,150.
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Pig. 4. Effect of increases in left ventricular pressure in isolated rat hearts perfused with a cardioplegic sehition
in the activation of the FAK multicomponent signaling complex. A: representative blot {fop) and average values
(bottom; n = 6) of FAK tyrosine phosphorylation detected with anti-oPy in the homogenates of arrested hearts
subjected to increasing pressure by the balloon inflation. B: representative blot (fop) and average values (bottom; n =
6} of the amount of ¢-Src coimmunoprecipitated with FAK from homogenates of arrested hearts subjected to increasing
passive tension. C: representative blot (fop) and average values {bottom; n = 6) of the amount of Grb2 cotmmu-
noprecipitated with FAK from homopenates of arrested hearts subjected to increasing passive tension. *P < 0.05
compared with the values observed in hearts maintained with diastolic pressure of ~C mm¥g (contrel values).

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

DISCUSSION

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

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

Fig. 5. Effect of increases in left ven-
tricular pressure in isolated rat hearts
perfused with a cardioplegic solution in
the activaiion of ERK1/2. A: represen-
tative blot {top} and average values
(bottom; n = 6) of the amount of acti-
vated ERK1/2 detected by anti-P-
ERE1/2 (Thr?%Tyr?®) in the homoge-
nates of arrested hearts subjected fo
increasing passive tension. B: repre-
sentative blots {top} and average val-
ues (bottom; n = 6) of P-ERKL/2 coim-
munoprecipitated with FAK from
homogenates of rats subjected to in-
creasing passive temsion. *P < 0.05
compared with control values.
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§ 120
Fig. 6. Effect of increasing contractile '-‘3*% 84
activity in the activation of FAK and J §
BREKI1/2. A: graphic showing the aver- %
age values {n = 5) of peak systolic 40
pressure in hearts perfused with E
HEPES buffer with increasing caleium o
concentration (Cao). Blots (fop) and av- ¢ 05 15 3.0 S@ o5 LS5 38 54

erage values {bottom) representing the
amount of FAK, its tyrosine phosphor-
yiation (B), Grb2 association with FAK
(C), and P-ERK1/2 (D) are shown from
hearts perfased with increasing Cao.
*P < 0.05 compared with control val-
ues.

5 15 3.0

hearts perfused with a cardioplegic solution with those
of increases in contractile activity induced by raising
Cay in the perfusion buffer. Increases in the myocar-
dial passive tension/stretch activated the FAK multi-
component signaling complex to the same levels as the
ones observed in beating hearts after the activation of
the Frank-Starling mechanism. However, increases in
contractile activity induced by increases in Cag were
unable to activate this signaling system. In addition, it
was shown that load-induced FAK activation was ac-
companied by a simultaneous activation of ERK1/2 and
binding of ERK1/2 and activated ERK1/2 to FAK.
These effects were also related to increases in myocar-
dial passive tension/stretch rather than to its contrac-
tile activity. These results indicate that FAK activation
drives, at least partially, the load-induced activation of
ERK1/2. This notion was strengthened by the demon-
stration that FAK and ERKV/2 are similarly distrib-
uted at sarcolemmal and sarcoplasmic sites of cardiac

myocytes.
Mechanical Stress and FAK Activation

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

44 kDu
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ey

3

,E 140 .

in

v
50 65 L5 3.0 50

showing the strict dependence of FAK activation by
mechanical stimuli on integrin engagement and cy-
toskeletal integrity favor the hypothesis that the inte-
grin/cytoskeletal complex is the dominant mechanism
of FAK activation in cells subjected to mechanical
stress (31, 85). Accordingly, in our previous study (13),
we showed a rapid binding of FAK to B-actin, simulta-
neous with its activation in the myocardium of rats
subjected to acute pressure overload. Moreover, our
demonstration here that FAK is chiefly distributed
along the sarcolemma, at sites resembling the cos-
tameres, further supports the hypothesis that the in-
tegrin/eytoskeleton complex is centrally involved in the
activation of myocardial FAK in response to mechani-
cal stimuli.

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

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

Load-Induced Activation of ERKI1/2 Via FAK
Multicomponent Signaling Complex

Experiments showing a load-dependent association
of FAK to Grb2, ERK1/2, and phosphorylated ERK1/2
to FAK and a similar distribution of FAK and ERK1/2
at sarcoplasmic and sarcolemmal sites indicated that
FAK activation may function as an upstream activator
of ERK1/2 in cardiac myocytes. This hypothesis was
strengthened by our results showing that load-induced
ERKL2 activation is also dependent on myocardial
streteh or increases in passive tension rather than on
contractile activity. These results are in accord with
the results of previous studies (2, 3, 8, 9, 13, 26, 41, 44)
that showed load-induced activation of ERK1/2 in the
myocardium and cardiac myocytes. They also agree
with recent evidence showing that activation of
ERK1/2 may be controlled by cellular adhesion via
integrins/FAK activation (1, 24). However, in addition
to mechanical stimuli, ERK1/2 can be activated by a
wide variety of different stimuli acting through diverse
receptor families, including hormones and growth fac-
tors, vasoactive peptides, transforming growth factor-
B-related polypeptides, inflammatory cytokines of the
tumor necrosis factor family, and environmental
stresses such as osmotic shock, ionizing radiation, and
ischemic injury (19). Alternatively, the integrin/cy-
toskeletal/FAKX mechanism might collaborate in the
enhancement of growth factor activation of the ERK1/2
pathway by utilizing the actin network as a scaffold
and FAK as a coactivator (1, 24). However, the relative
contribution of FAK to ERK1/2 activation via the inte-
grin/cytoskeleton system to load-induced myocardial
hypertrophy remains unclear.

H563

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

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

This study was supported by Fundacio de Auxilio & Pesquisa do
Estado de S&o Pauloe Grant 98/114-7 and Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientffico ¢ Tecnolégico Grant 521098/97-1.
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