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Resumo

No coracdo, os sinais de célcio (Ca?") citosélico sdo eventos bem caracterizados que
participam na ativagdo da maquinaria contratil celular. Em contraste, a contribuicdo da
sinalizacdo de Ca”* nuclear na funcionalidade e excitabilidade das células cardiacas
ainda ndo foi diretamente abordada. Neste trabalho, examinamos as consequéncias
funcionais do tamponamento de Ca”* nuclear em cardiomidcitos de ratos neonatos. Foi
demonstrado que cardiomidcitos contém um reticulo nucleoplasmatico, e que estas
extensdes intranucleares do reticulo sarcoplasmatico expressam receptores de rianodina
(RyRs) e receptores de inositol 1,4,5-trisfosfato (InsP3Rs), indicando uma possivel
forma de regulacdo ativa do Ca®* nuclear. Construcdes adenovirais codificando a
proteina quelante de Ca?* parvalbumina (PV) foram direcionadas para o ndcleo com
uma sequéncia de localizacdo nuclear (Ad-PV-NLS) ou para o citoplasma com uma
sequéncia de exclusdo nuclear (Ad-PV-NES). Foi observada uma diminui¢do na
amplitude dos transientes globais de Ca?* e na expressdo de RyR-1l, assim como um
aumento na frequéncia de batimentos celulares ap6s tamponamento tanto do Ca?*
citosélico, quanto do nuclear. Quando o Ca*" nuclear foi tamponado foi observado
aumento da area nuclear, aumento na expressdo de calcineurina, translocagdo do fator
nuclear de células T ativadas (NFAT) para o nucleo e redistribuicdo subcelular do
peptideo atrial natriurético (ANP). Além disso, houve prolongamento da duracdo do
potencial de acdo (APD) em midcitos ventriculares adultos sob condicGes de
tamponamento de Ca** nuclear. Estes resultados sugerem que os niveis de Ca®* nuclear
tém um papel fundamental na regulacdo de proteinas especificas assim modulando a
funcionalidade de cardiomidcitos. A sinalizacdo de Ca®* nuclear e as estruturas que a

controlam constituem um novo aspecto regulatério no coragéo.
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Abstract

In the heart, cytosolic Ca* signals are well-characterized events that participate in the
activation of cell contraction machinery. In contrast, nuclear Ca** signaling contribution
to cardiomyocyte function and excitability remains elusive. Here, we examined
functional consequences of buffering nuclear Ca®* in neonatal cardiomyocytes. We
report that cardiomyocytes contain a nucleoplasmic reticulum, and that these
intranuclear extensions of the sarcoplasmic reticulum express both ryanodine receptors
(RyRs) and inositol 1,4,5-trisphosphate receptors (InsP3Rs), providing a possible way
for active regulation of nuclear Ca?*. Adenovirus constructs encoding the Ca®* buffer
protein parvalbumin (PV) were targeted to the nucleus with a nuclear localization signal
(Ad-PV-NLYS) or to the cytoplasm with a nuclear exclusion signal (Ad-PV-NES). A
decrease in the amplitude of global Ca?* transients and RyR-I1 expression, as well as an
increase in cell beating rate were observed for both cytosolic and nuclear Ca**
buffering. When nuclear Ca®* buffering was imposed nuclear enlargement, increased
calcineurin expression, NFAT translocation to the nucleus and subcellular redistribution
of atrial natriuretic peptide (ANP) were observed. Furthermore, prolongation of action
potential duration (APD) occurred in adult ventricular myocytes under nuclear Ca®*
buffering. These results suggest that nuclear Ca®* levels underlie the regulation of
specific protein targets and thereby modulate cardiomyocyte function. The local
nuclear Ca®* signaling and the structures to control it constitute an important and novel

regulatory motif in the heart.
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1.Introducao



1.1 Sinalizacdo de Ca?* intracelular

O Ca** é um segundo mensageiro versétil que pode regular multiplas funcdes
celulares simultaneamente tais como contracdo, secrecdo, transcri¢do, divisdo e morte
celular [1;2]. Embora ndo seja estabelecido como um Unico segundo mensageiro
coordena tal diversidade de efeitos celulares, evidéncias sugerem que diferentes padrdes
espaciais de sinais de Ca** que podem ocorrer dentro de uma célula determinam sua
especificidade e complexa agdo regulatdria [1].

A principal organela responsavel por armazenar e liberar Ca?* em muitos tipos
celulares é o reticulo endoplasmatico (RE) [3]. O RE contém dois tipos de canais
especializados de Ca”": os receptores de rianodina (RyRs) e os receptores de inositol
1,4,5-trisfosfato (InsP3Rs), sendo que cada familia destes canais de Ca®" apresenta trés
diferentes isoformas (1, 2 e 3) em mamiferos [4-7]. As estruturas destes dois tipos de
canais de Ca?* apresentam uma grande homologia nas regides que podem formar o poro
dos mesmos; também apresentam grande semelhanca pois formam estruturas
oligoméricas por associacao de suas quatro subunidades [8-10].

Os RyRs sdo ativados principalmente por Ca**, o que resulta no fendmeno de
liberagdo de Ca’* induzida por Ca®* (CICR) [2]. Este processo pode ser desencadeado
por duas maneiras: através do acoplamento entre canais operados por voltagem com os
canais liberadores do RE, como acontece em midcitos cardiacos e neur6nios; [1] ou
através da agdo conjunta dos préprios canais liberadores de Ca?* presentes no RE,
criando ondas de Ca?* que transmitem a sinalizagdo através das células [11]. Por outro
lado, os InsP3Rs sdo ativados pelo InsP; (Figura 1), mas podem ser modulados pelo

Ca*" e por proteinas kinases [12].
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Figura 2: Mecanismo de ativacao de InsP3Rs via receptores acoplados a proteina G
A ligacdo de um hormonio ao seu receptor de membrana acoplado a proteina G ativa a
fosfolipase C (PLC), que por sua vez induz a hidrélise de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato
(PIP,) para formar diacilglicerol (DAG) e InsP3. Os InsP3 difundem-se pelo citosol e
ligam-se aos InsP;Rs presentes na membrana do RE promovendo assim a liberagéo de
Ca®" para o citosol [12].

Assim como existem vérios mecanismos para induzir a liberacdo de Ca®* de
compartimentos intracelulares, existem também varios mecanismos para retornar o Ca*
intracelular a niveis basais. A extrusdo do Ca®* para o espaco extracelular envolve duas
familias de proteinas: o trocador Na‘*/Ca** (NCX) e o Ca’* ATPase da membrana
plasmética [13]. Além disso, o Ca®** pode ser recaptado para o RE por uma familia de
Ca’* ATPases do reticulo sarco-endoplasmatico (SERCA). A recaptacdo pela

2+

mitocondria € mediada pelo Ca“" “uniporter” mitocondrial enquanto a recaptac¢do pelo
Golgi é mediada pelo transportador - Ca?* ATPase do tipo P (PMR1/ATP2C1). Além de
captar Ca**, a mitocondria pode também libera-lo através do trocador Na*-H*/ Ca*" e

em algumas circunstancias, pelo poro de permeabilidade transitéria [13].



Como descrito, existe uma grande variedade de estoques intracelulares de Ca?*
que podem auxiliar na compartimentalizagéo e na especificidade das respostas celulares
controladas pelo Ca’* [3;13]. Neste trabalho estudamos o papel do Ca*" nuclear na

funcionalidade de cardiomidcitos.

1.2 Sinalizag8o de Ca*" em cardiomidcitos

O Ca?* tem um papel fundamental na biologia dos miécitos cardiacos, tanto nas
suas propriedades elétricas quanto mecanicas, sendo a sua participacdo no processo de
acoplamento excitacdo-contracdo (ECC) em condic¢des fisiologicas ja bem conhecida
[14-16].

No processo basico do acoplamento excitagcdo-contracdo, apds o disparo de um
potencial de acdo, o transiente de Ca®*, um aumento tempo-dependente da concentracio
intracelular de Ca?* ([Ca*'{]), é o responsavel por ativar a contracdo. O transiente de
Ca?* é dividido em dois componentes: o influxo de Ca®* e a liberacéo de Ca** [15].
Quando o potencial de acdo despolarizante passa pelo coracdo a cada batimento, 0s
canais de Ca”* operados por voltagem do tipo-L se abrem e permitem o influxo de uma
pequena quantidade de Ca”*. Este sinal de Ca** é amplificado pelos RyRs que estdo
proximos aos canais operados por voltagem, através da liberagdo de Ca®* induzida por
Ca®*. O Ca®* se difunde dos RyRs para os filamentos de actina e miosina e inicia-se
entdo a contragéo celular [15].

Para que o relaxamento ocorra, o Ca®* precisa ser retirado do citosol. Esse
processo é mediado pela SERCA, trocador Na*/ Ca?* (NCX), Ca®*-ATPase sarcolemal,
e pelo transportador de Ca?* mitocondrial [15].

O Ca®* em cardiomiécitos também estd envolvido no desenvolvimento de

condi¢bes como disfuncéo contrétil e arritmias, que sdo caracteristicas da insuficiéncia



cardiaca e hipertrofia [14;17-19]. Por exemplo, ja foi demonstrado que o0s InsP3;Rs
possuem um papel fundamental no desenvolvimento da inotropia e dos sinais de Ca**
pré-arritmicos em midcitos ventriculares estimulados com Endotelina-1 (ET-1) [20].
Além disso, mutacBes especificas nos canais de Ca®* do tipo-L causam multiplas
arritmias que podem levar & morte subita [21]. AlteracGes das subunidades regulatérias
do RyR também estdo envolvidas na ciclagem defeituosa de Ca** em coracBes com
insuficiéncia [22]. Também, estudos recentes tém observado que o Ca** proveniente de
IP3Rs, assim como o Ca** associado ao acoplamento excitagdo-contracdo esta envolvido

na ativacdo de vias de sinalizacdo pro-hipertréficas [17;18;23;24].

1.3 Sinalizag&o de Ca*" nuclear

Os padrdes de sinalizacdo de Ca** podem variar em diferentes regides da célula
e ja foi extensivamente demonstrado que os aumentos de Ca®* no ncleo tém efeitos
bioldgicos especificos, que diferem dos efeitos do aumento do Ca?* citosélico [25-31].
Entretanto, os mecanismos e vias que promovem aumentos localizados nos niveis do
Ca’* nuclear ainda ndo estao totalmente definidos.

O ndcleo é um compartimento que possui fungbes distintas na célula,
fisicamente separado do citosol por uma bicamada lipidica, nomeada de envelope
nuclear [32;33]. Este envelope contém poros que permitem o transporte de moléculas e
fons entre citosol e o ndcleo. Foi inicialmente proposto que a sinalizagdo de Ca*
poderia ocorrer por difusdo do Ca®* citosélico para o ndcleo através do poro nuclear
[34-37]. Este mecanismo explica o aumento do Ca®*" nuclear observado sob certas
condigdes, mas isto ndo explica a regulagéo independente de sinais de Ca®* citosolicos e
nucleares.

Um estudo realizado em cardiomi6citos mostrou a presenca de sinais de Ca®*

localizados que ocorrem espontaneamente no nucleo, e que sdo distintos dos sinais de
5



Ca”* citosélicos, exibindo diferente cinética de decaimento [38]. Além disso, foi
observado um grande compartimento interconectado de armazenamento de Ca®*
formado pelo reticulo sarcoplasmatico e o envelope nuclear no citosol de cardiomidcitos
ventriculares [39].

A caracterizagdo do reticulo nucleoplasmatico favoreceu a idéia da existéncia de
um sistema independente de sinalizagdo de Ca®* no ndicleo celular [29;40]. O reticulo
nucleoplasmatico é uma organela nuclear de armazenamento de Ca®*, continua ao
Iumen do reticulo endo/sarcoplasmatico. Esta especializada organela ja foi indentificada
em células hepéticas e de masculo esquelético, e expressa InsP3Rs e RyRs funcionais,
permitindo que o Ca®" nuclear regule funcdes celulares independentemente do aumento
do Ca** citosélico [29;40].

A sinalizacdo de Ca®* nuclear regula diretamente importantes funcées celulares
tais como translocacdo de proteinas kinases [29] e transcricdo génica [25;26;28;41].
Evidéncias sugerem que os sinais de Ca®* nuclear e citosélico afetam a expresséo de
genes de maneira distinta. Por exemplo, vias de sinalizago ativadas por Ca®* citosélico
ativam o elemento de resposta ao soro (SRE), enquanto o Ca®* nuclear controla a
expressdo de genes através do elemento de resposta ao adenosina monofosfato ciclico
(CRE) [25]. Além disso, j& foi demonstrado que o Ca’* nuclear e ndo o citosolico é
requerido na ativacdo transcricional do gene Ets Like-1 (Elk-1) induzida pelo Fator de
crescimento epidermal (EGF) [28] e na regulacdo do fator aumentador de transcri¢éo
(TEF/TEAD) [31]. O Ca?* nuclear também esta envolvido no processo de proliferagdo
celular, o que j& foi demonstrado em células SkHep-1 e em ceélulas estelares hepéticas
[42:43].

Estudos recentes do nosso grupo mostraram que a sinalizacdo de Ca®* induzida

por receptores de tirosina kinase (RTKs), como ¢c-MET, ocorre através da formacédo



direta de InsP3 no nucleo, sugerindo um elaborado nivel de regulacdo no qual o InsP3R
nuclear pode ser ativado pela producdo subcelular de InsP3 [44]. Além disso, ja foi
demonstrado que o receptor de insulina pode translocar para o nucleo de hepatocitos, e
seletivamente hidrolizar PIP, nuclear, gerando InsP; e induzindo sinais de Ca’* no
nacleo [45]. Assim, estudos recentes tém explorado cada vez mais a complexidade dos
sinais de Ca”* nuclear. Neste estudo investigamos especificamente como o Ca®* nuclear

influencia as funcGes de cardiomidcitos.



1. Objetivos



Objetivo Geral

Investigar o papel do Ca** nuclear na funcionalidade de cardiomiécitos

Objetivos especificos
Investigar o efeito do tamponamento seletivo de Ca** nuclear e citosélico sobre a

funcionalidade e excitabilidade de cardiomiocitos.

Investigar a participagio do Ca”* nuclear no controle das funcdes de
cardiomiocitos.



2. Materiais e Métodos

10



3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos neonatos (RN) Wistar de 3 a 5 dias de idade,
machos, provenientes do Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas
(CEBIO) da UFMG. O protocolo de numero 16/2006 para este estudo foi analizado e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Federal de

Minas Gerais. (Anexo 1)

3.2 Cultura primaria de cardiomidcitos neonatais

Cardiomidcitos neonatais foram isolados de coracfes de 12 ratos Wistar de 3 a 5
dias de idade. Os ratos foram sacrificados por decapitacdo e submetidos a toracotomia
mediana. O coracdo foi transferido imediatamente para um tubo de 50 mL conico contendo
Solucdo Salina Balanceada Hanks (HBSS) & 4°C. Para o isolamento dos cardiomiécitos foi
utilizado um Kit para extracdo de cultura priméria de cardiomidcitos obtido da Worthington
Biochemical Corporation (Lakewood, NJ). No fluxo laminar os coragfes foram cortados
em pedacos de aproximadamente 1 mm? e lavados com HBSS para remocéo de hemécias.
Os fragmentos de coracdo foram colocados em um tubo de 50 mL contendo tripsina 100
ug/mL, obtida da Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, NJ), diluida em
HBSS, homogeneizados delicadamente e incubados a 2-8°C por 16-20hs. Apoés a incubagéo
com tripsina os pedacos de tecido foram dissociados enziméaticamente com colagenase 300
unidades/mL, Worthington Biochemical Corporation (Lakewood, NJ), por 30 a 40 minutos
e entdo dissociados mecanicamente com uma Pipeta soroldgica. As células foram
ressuspendidas em meio minimo essencial de Dulbecco (DMEM) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (FBS), 100 unidades/mL penicillina, 100 pg/mL streptomicina e

0,25 pg/mL de anfotericina-b. Os cardiomidcitos foram plaqueados em garrafas de cultura
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ou laminulas de 22 x 22 mm pré-tratadas com fibronectina (10 pg/mL), e incubados a 37° C
em uma incubadora de 5% CO,. Dois dias depois do plagueamento, as células foram
lavadas com DMEM e tratadas por 24 horas com meio de cultura completo, agora incluindo
20 pg/mL citosina B-D-arabinofuranoside (ARA-C). O ARA-C incorpora ao DNA e inibe a
replicagédo do mesmo por formar complexos de clivagem com a topoisomerase | resultando
em fragmentagdo do DNA, porém ndo inibe a sintese de RNA [46], diminuindo assim a
contaminacdo da cultura por outras células que nao forem cardiomidcitos. As células foram
usadas em experimentos no quarto dia de cultura; havendo neste momento
aproximadamente 5-6 x 10* cardiomidcitos por placa de cultura, correspondendo a

aproximadamente 95 % da populagdo total de células.

3.3 Imagens Fluorescentes em células vivas

As células foram incubadas com 100 nM da sonda ER-tracker por 30 minutos a
temperatura ambiente, 6 UM de Fluo-4/AM por 30 minutos a 37° C, ou 6 uM de Mag-Fluo-
4/AM por 60 minutos a 37°C [29;30;47]. O Mag-Fluo-4/AM foi incubado sob condicdes
que permitiram a compartimentalizacdo da sonda [29]. Laminulas contendo as células
foram transferidas para uma camara de perfusdo construida sob medida no stage de um
microscopio confocal Bio-Rad MRC-1024 (Hercules, CA), e foram observadas usando uma
objetiva de imerséo a 6leo com aumento de 63X e 1,4 de NA (apertura numerica). O ER-
Tracker for excitado a 790 nm por excitacdo de dois fotons [29]. O Fluo-4/AM e o0 O Mag-
Fluo-4/AM foram excitados a 488 nm usando um laser de Criptonio/Argbnio. Imagens
confocais foram adquiridas perto do meio do nucleo, pelo menos a 2 um do limite superior
ou inferior identificados por scannig confocal em série. Transientes globais de Ca®* foram

medidos no citosol; o line scan foi posicionado evitando a area nuclear.
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3.4 Isolamento e eletrofisiologia de midcitos ventriculares adulltos

Midcitos ventriculares foram isolados de ratos adultos (250g) por tratamento
enziméatico como descrito previamente [48]. Medidas de potencial de a¢do foram feitas a
35°C usando microeletrodos de “patch” de baixa resisténcia e um amplificador Axopatch
200A ou Axopatch-200B (Axon Instruments). A solucdo no interior da pipeta consistiu dos
seguintes componentes (em mM): 130 KCI, 10 NaCl, 5 MgATP, 1 MgCl, e 10 mM
HEPES; pH 7,2 (com KOH). A solucéo extracelular continha (em mM):140 NaCl, 5 KCl,
10 HEPES, 1 MgCl,, 0,33 NaH,PO,, 1,8 CaCl, e 10 glucose; pH 7,4 (com NaOH). As
células foram estimuladas (1 Hz) aplicando um pulso “clamp” breve (2-5 ms) de corrente
despolarizante. Depois de aplicado, as células alcancaram o limiar e geraram um potencial

de acéo.

3.5 Construcdes adenovirais de Parvalbumina-DsRed

ConstrugBes codificando a proteina fluorescente vermelha DsRed fusionada a
parvalbumina (PV-NLS, PV-NES, PVNLS-CD) foram desenhadas como descrito
anteriormente [28]. Estas constru¢bes foram amplificadas por PCR e subclonadas em
pShuttle-CMV (Bert Vogelstein, John Hopkins Oncology Center, Baltimore, MD) por
analise de restricdo enzimética usando Xhol e Xbal para gerar pShuttle-CMV-PV-NLS-
DsRed, pShuttle-CMV-PV-NES-DsRed, e pShuttle-CMV-PV-NLS-CD-DsRed. Células
AdEasier-1 [49], derivadas da bactéria BJ5183 contendo o plasmideo “backbone”
pAdEasy-1, foram transformadas com pShuttle-CMV-PV-NLS-DsRed, etc. para gerar
adenovirus recombinantes (pAd-PV-NLS-DsRed, etc.) que foram testados para resisténcia
a canamicina (Invitrogen, Carlsbad, CA) e submetidos a analise com a enzima de restri¢éo

Pacl. Os adenovirus de Parvalbumina foram amplificados em células HEK-293, e
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purificados como descrito anteriormente [49]. No quarto dia de cultura, 100 MOI de cada
construcdo adenoviral foram diluidos em meio de cultura completo (DMEM) contendo
10% de soro fetal bovino e incubados nas células por 1 hora. O volume de meio de cultura
usado para diluir as construgdes correspondeu a 60% do volume total normalmente usado
para plaquear as células. Posteriormente, o volume foi completado para 100% . Os

experimentos foram realizados 48 horas depois da infecgéo.

3.6 Imunofluorescéncia

Imunofluorescéncia confocal foi realizada como descrito previamente [29].
Resumidamente, cardiomidcitos plaqueados em laminulas foram rapidamente lavados com
PBS. Posteriormente, as células foram fixadas em solucéo de paraformaldeido 4%, durante
15 minutos, e permeabilizadas com solucdo contendo 0,5% de triton-X. As células foram
incubadas com solucgéo de bloqueio (PBS contendo 1% de BSA, 0,5% triton X-100, 5% de
soro de cabra) por 1 hora. Ap6s o bloqueio, as células foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente em PBS 1% BSA contendo um dos seguintes anticorpos primarios:
anti- InsP3R tipo 11 (1:100),anti-RyR-11 (1:100), anti-a-actinina (1:200), anti-ANP (1:100),
ou anti-NFATc3 (1:50). Posteriormente, as células foram lavadas trés vezes (5 minutos
cada) em PBS e incubadas por 1 hora em PBS 1% BSA contendo anticorpo secundario
conjugado ao Alexa 488 (1:500) e Alexa 555 (1:500) da Molecular Probes (Eugene, OR)
por 1 h . Algumas células, como indicado, foram marcadas com DAPI (1:100) por 1 h.
Controles negativos foram incubados apenas com anticorpo secundario. As células foram
lavadas novamente com PBS e as laminulas foram montadas com Hydromount da National
diagnostics (Patton Drive, Atlanta). Imagens foram abtidas usando um microscopio

confocal Bio-Rad MRC-1024 (Hercules, CA) e um microscépio confocal Zeiss LSM 510
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Meta (Thornwood, NY) usando uma objetiva de imersdo a 6leo com aumento de 63X e 1,4
de NA (apertura numérica). Para detectar Alexa 488 usou-se excitacdo a 488 nm e
observacao a 505-550 nm, para Alexa 555 usou-se uma excitagdo de 543 nm e observacao a

560-610 nm, e para DAPI usou-se excitacdo a 258 nm e observacdo a 461 nm.

3.7 Extragdo nuclear e citosolica
Separacdo de extratos de proteinas nucleares e citosolicas de cardiomidcitos foi
realizada de acordo com as instrugdes da Pierce (Rockford, IL). A pureza da preparacéo foi

verificada como descrito anteriormente [29;40].

3.8 Western Blot

Cardiomidcitos foram coletados como descrito acima e as proteinas foram
solubilizadas em tampdo de lise contendo 50 mM pirofosfato de sédio, 50 mM NaF, 50
mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 mM NazVO,, 10 mM HEPES, pH = 7,4, 0,5% Triton 100,
1:100 de 100 mM PMSF em isopropanol, 1:1000 de 1 mg/mL leupeptina, 1:1000 de 1
mg/mL aprotinina. Todos estes reagentes foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO). As
proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford [50], e 35 ug de extrato citosolico
ou nuclear foram diluidos (5 pg/mL) em tamp&o de amostra (4 X Tris HCI/SDS, pH=6,8,
3% Glicerol, 1% SDS, 0,6% B-mercaptoetanol, azul de Bromofenol) para separacao em gel
de gradiente de SDS-PAGE (s6dio dodecil lauril sulfato-eletroforese em gel de
poliacrilamida) em concentracdo de 4-20% (Bio Rad, Hercules, CA) para detectar Hsp90 e
Oct-1. Para detectar RyR-Il e InsP3R-II as proteinas nucleares e citosolicas foram

separadas por SDS-PAGE 5%. Para detectar RyR-Il no extrato total de proteina, 35 ug
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foram separados por SDS-PAGE 15%. Para detectar ANP e calcineurina, 30 pg de extrato
total de proteina foram separados por SDS-PAGE 15%. Todos esses reagentes foram
obtidos da Amersham (Buckinghamshire, UK). Apos serem separadas em gel, as proteinas
foram transferidas para membranas de PVDF (Bio-Rad, Hercules, CA), as quais foram
corada posteriormente com solucdo de Ponceau (Amersham Biosciences, Buckinghamshire,
UK) para verificar a qualidade da transferéncia. Em seguida as mesmas foram colocadas
por 1 hora em solucdo de bloqueio (Tampéo salino de Tris contendo 0,2% de Tween 20
(TBST) e 5% de leite desnatado) e posteriormente incubadas com um dos seguintes
anticorpos por 2 horas a temperatura ambiente: anti-Hsp90 (1:1000), anti-Oct-1 (1:1000),
anti-RyR (1:1000), anti-InsPsR tipo 1l (1:200), anti-Na*/K* ATPase (1:1000) , anti-
calcineurina (1:2000) anti-ANP (1:200), e anti-actina (1:2000). Depois de lavadas com
TBST, 15 minutos por quatro vezes, as membranas foram incubadas em anticorpos
secundarios conjugados a peroxidase (HRP) (Goat anti-mouse 1gG-HRP 1:5000, ou Goat
anti-rabbit 1gG-HPR 1:5000) a temperatura ambiente por 1 hora e lavados novamente com

TBST. A imunodeteccao foi realizada usando reacéo de quimioluminescéncia.

3.9 Anélise estatistica

Todos os dados representam pelo menos trés experimentos independentes e
foram expressos pela média + erro padréo da média. A analise estatistica foi realizada com
0 Programa PRISM statistical software (GraphPad, San Diego, CA). Os grupos de dados
foram comparados usando one-way ANOVA. Valores de p<0,05 (representados por *)

indicam diferenca estatisticamente significante.
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4. Resultados

17



4.1 Cardiomiocitos neonatos contém maquinaria especializada de sinalizacdo de

Ca?*nuclear.

O reticulo nucleoplasmético é uma estrutura reticular dentro do ndcleo que
armazena Ca’* e o libera no nucleoplasma através dos InsPsRs ou pelos RyRs [29;40]. Para
detectar a presenca do reticulo nucleoplasmatico em cardiomidcitos neonatos, as células
foram incubadas com a sonda marcadora de reticulo endoplasméatico ER-Tracker, e
posteriormente examinadas usando microscopia de dois fétons [29]. Imagens confocais de
células contraindo espontaneamente foram adquiridas perto do meio do nucleo, pelo menos
a 2 pm do limite superior ou inferior identificados por scannig confocal em série. A
observacdo de planos focais em sequéncia através do nucleo verificou que esta estrutura
reticular esta no interior do ndcleo (Fig. 2A). Para determinar se estas estruturas armazenam
Ca®*, como foi observado previamente em células SkHep-1 e C2C12, os cardiomdcitos
foram incubados com a sonda de baixa afinidade ao Ca®* Mag-Fluo-4/AM, (K¢ = 22 pM)
[29]. Assim como o ER-Tracker, a fluorescéncia do Mag-Fluo-4 também detectou uma rede

intranuclear fina e ramificada de armazenamento de Ca?* (Fig. 2B).
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Figura 2. O nacleo de cardiomidcitos neonatos contém o reticulo nucleoplasméatico.
(A) Trés planos focais em sequéncia de um cardiomiécito marcado com a sonda ER-
Tracker foram visualizados por microscopia de dois-fétons. As imagens mostram a
presenca de estruturas reticulares atravessando o nucleo da célula (setas). Barra de escala =
10 pm. (B) Diferentes campos de cardiomidcitos marcados com Mag-Fluo-4/AM foram
visualizados por microscopia confocal. Imagens mostram a presenca de estoques de Ca®* no
nucleo das células (setas). Barra de escala = 10 pm.

Dois canais intracelulares de liberacio de Ca®* ja foram descritos em
cardiomidcitos, 0s RyRs e 0s InsP3R. Enquanto o RyR-I1l é o principal canal de liberacdo de
Ca®* encontrado no reticulo sarcoplasmatico [15], a distribuicdo do InsPsR-1I em
cardiomidcitos ja foi reportada no reticulo sarcoplasmatico e na regido nuclear [18;51;52].
Para verificar se estes canais de Ca®* sdo expressos dentro do nicleo de cardiomiécitos
neonatos, fracdes de proteinas nucleares e citosolicas foram analisadas por Western Blot.
Hsp90 e Oct-1 foram usados como marcadores para verificar a pureza das fragdes
citosélicas e nucleares respectivamente (Fig. 3A) [29;40]. Foi observado que RyR-Il e
InsP3R-Il sdo expressos ndo somente no citosol, mas também no nucleo (Fig. 3B). A

distribuicdo nuclear destes canais intracelulares de Ca** foi investigada por

imunofluorescéncia confocal e RyR-Il e InsP3R-1l foram detectados no interior do ndcleo
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de cardiomiocitos (Fig. 3C, setas). Para confirmar se o InsPzR-1l é expresso em
cardiomidcitos e ndo em fibroblastos contaminantes da cultura, as células foram marcadas
com InsP3R-II e a-actinina (Fig. 3C). Além disso, as células foram marcadas com RyR-I1 e
InsP3;R-11 e foi observado que no reticulo nucleoplasmatico de cardiomidcitos, estes canais
intracelulares de Ca®* ndo co-localizam (Fig.3C). Em conjunto, estes resultados mostram
que existe uma estrutura altamente elaborada de armazenamento de Ca?* dentro do nicleo

que expressa RyR-11 e InsP3R-II.
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Figura 3. Cardiomidcitos neonatos expressam InsP3R-11 e RyR-11 no reticulo
nucleoplasmético. (A) Fracdes citosolicas e nucleares marcadas com anticorpos anti-
Hsp90 e anti-Oct-1. Hsp90 foi encontrado sé na fracdo cistosolica e Oct-1 foi expresso sO
no extrato nuclear. (B) Distribuicdo do RyR-Il e InsPsR-11 em fragOes subcelulares de
cardiomidcitos. O RyR-II e InsPsR-11 foram expressos no extrato citosélico e nuclear. (C)
Imunofluorescenéncia confocal mostra que o RyR-11 e InsP3R-11 sdo expressos no nucleo
(setas). (D) Cardiomidcitos foram marcados com InsP3R-II (verde) e a-actinina (vermelho)
para confirmar se InsP3R-Il é expresso em cardiomidcitos. (E) Cardiomidcitos foram
marcados com InsP3R-Il (verde) e RyR-Il (vermelho). Imagens confocais mostram que
RyR-Il e InsP3R-Il ndo co-localizam no reticulo nucleoplasméatico. Em C-E: painéis da
direita mostram controles negativos. Resultados sdo representativos de sete experimentos
independentes. Os nucleos foram marcados com DAPI. Barra de escala = 10 pum.



4.2 O Tamponamento de Ca*" altera o transiente global de Ca** em cardiomiécitos.

O uso de proteinas que se ligam ao Ca®* para observar a sinalizacdo de Ca** tem
sido amplamente reportado [28;31;42;53]. O direcionamento da proteina quelante de Ca®*
Parvalbumina (PV) para o nucleo (PV-NLS) ou para o citosol (PV-NES) permite o
tamponamento seletivo de Ca®* livre no compartimento celular apropriado [28;31;42].
Neste trabalho foi utilizado um vetor adenoviral para as construcdes de PV [42]. PV foi
fusionada a proteina fluorescente vermelha DsRed para monitorar a eficacia da infeccdo e
para confirmar a sua correta localizacdo subcelular. Também foi usada uma forma mutada
de PV-NLS (PV-NLS-CD), que tem um dos dois sitios de ligacdo ao Ca®* (dominio CD)
inativado [28]. Este mutante de PV tem um efeito intermediario na inibicdo de sinais de
Ca®* quando comparado ao PV-NLS [28;42]. Usando estes adenovirus, foi visto que
aproximadamente 90% das células foram infectadas (dados ndo mostrados). Também foi
observada a correta localizacdo da PV no nucleo ou no citosol de cardiomidcitos infectados
com NLS e NES, respectivamente (Fig. 4A). A localizacdo de PV-NLS-CD foi idéntica a
de PV-NLS (dados ndo mostrados). Em conjunto, estes dados mostram que é possivel
expressar PV seletivamente e eficientemente em compartimentos celulares especificos em
cardiomidcitos.

E amplamente aceito que o Ca®* tem um papel fundamental no acoplamento
excitacdo-contracdo (ECC) [15;54;55]. Para elucidar se o Ca®* nuclear pode influenciar os
transientes globais de Ca**, cardiomiécitos neonatos foram marcados com a sonda sensivel
ao Ca?* Fluo-4/AM, e visualizados por microscopia confocal. Os transientes globais de
Ca®* foram medidos no citosol e o line scan foi posicionado evitando a &rea nuclear. Os

paineis superiores da Fig. 4B-E mostram imagens representativas de “line-scanning”
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adquiridas de cardiomidcitos contraindo espontaneamente sob condi¢bes controle, ou
infectados com Ad-PV-NES, Ad-PV-NLS, ou Ad-PV-NLS-CD. Debaixo de cada line
scanning h& uma representacdo gréfica de cada célula selecionada. Como ja era esperado, 0
tamponamento de Ca** citosélico reduziu a amplitude dos transientes globais de Ca* [56].
Foi observada uma diminuic&o de 72% no pico do transiente de Ca** em células infectadas
com Ad-PV-NES quando comparadas ao controle (U.A. = 100 em 55 controles vs.
27,7+5,3 em 47 Ad-PV-NES; p < 0,05). Surpreendentemente, o tamponamento de Ca**
nuclear também causou uma diminuicdo na amplitude dos transientes globais de Ca** em
49% (U.A. =100 em 55 controles vs. 51 + 11,7 em 50 Ad-PV-NLS) quando comparado ao
controle (p<0,05). Em contraste, a frequéncia de batimentos foi 96% mais alta em células
infectadas com Ad-PV-NES (batimentos/seg = 0,18 + 0,01 em 55 controles vs. 0,35 + 0,05
em 47 Ad-PV-NES) e 44% mais alta em células infectadas com Ad-PV-NLS
(batimentos/seg = 0,18 = 0,01 em 55 controles vs. 0,26 + 0,04 em 50 Ad-PV-NLS) quando
comparadas a cardiomidcitos controle (p < 0,05). Apesar de que o Ad-PV-NLS-CD néo
afetou significativamente a frequéncia de batimentos dos cardiomidcitos, teve um efeito
intermediario na amplitude dos transientes globais de Ca?*, diminuindo o sinal em 36%
(U.A. = 100 em 55 controles vs. 64,3 + 18,5 em 14 Ad-PV-NLS-CD) quando comparado a

células controle (p < 0,05). Os gréaficos de barras (Fig. 4F-G) sumarizam estes dados.
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Figura 4. O tamponamento de Ca®* nuclear ou citoslico atenua a amplitude e
aumenta a frequéncia dos transientes globais de Ca”* em cardiomidcitos neonatos. (A)
Imagens representativas das constru¢cbes de PV em cardiomidcitos. A cor vermelha
demonstra a distribui¢do subcelular de PV, a cor verde indica a marcagao de a-actinina em
cardiomiécitos. Barra de escala = 10 pm. (B-E) Transientes globais de Ca®* em
cardiomidcitos. As células foram examinadas 48 horas apds a infec¢cdo com a construcéo
adenoviral respectiva e comparadas ao controle (células ndo infectadas). O Ca?* foi
monitorado com Fluo-4/AM usando o line scanning da microscopia confocal. O line scan
foi posicionado no citosol evitando a area nuclear. (continua).
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Figura 4 (continuacdo). O tamponamento de Ca”* nuclear ou citosélico atenua a
amplitude e aumenta a frequéncia dos transientes globais de Ca?* em cardiomiécitos
neonatos. As imagens foram pseudocoloridas segundo a escala de cores no painel B. O
grafico debaixo de cada painel representa o percentual de aumento na fluorescéncia relativo
a linha de base. Ad-PV-NES e Ad-NLS-NLS atenuam a amplitude dos transiente globais de
Ca®*,mas aumentam a frequéncia de contracdo. Cardiomicitos expressando o mutante CD
da PV no nicleo também mostraram uma atenuac&o na amplitude do sinal de Ca**, mas ndo
houve uma mudanca significativa na frequéncia de contracdo. (F) Sumario dos efeitos do
tamponamento de Ca®* citosélico ou nuclear na frequéncia de contragdo. (G) Sumario dos
efeitos do tamponamento de Ca** citosélico ou nuclear na amplitude do transiente de Ca?".
Os resultados sdo representativos de cinco experimentos independentes.

Para verificar o mecanismo pelo qual tais alteracBes nos transientes de Ca**
ocorreram, foram analisados o0s niveis de expressdao do RyR-1I em cardiomidcitos nas
diferentes condicdes de tamponamento de Ca**. A Fig. 5 mostra que tanto o tamponamento
do Ca®* citosélico quanto do Ca®* nuclear, causou uma diminuicdo nos niveis de expresséo
do RyR-Il em 28,2% e 26,7%, respectivamente (U.A. = 100 em 3 controles vs. 73,25 + 0,47
em 3 Ad-PV-NLS vs. 71,72 + 7,25 em 3 Ad-PV-NES; p < 0,05) (Fig. 5A e B) (n = 3

experimentos).
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Figura 5. O tamponamento de Ca** nuclear ou citosélico diminui a expressdo do RyR-
Il em cardiomidcitos neonatos. (A) Western Blots representativos de RyR-1l1 e Na'/K*
ATPase em cardiomidcitos controle e infectados com Ad-PVNLS e Ad-PV-NES. A Na*/K"
ATPase foi usada como controle interno. (B) Andlise densitométrica. A expressao de RyR-
Il teve uma diminuicdo de 26,7% e de 28,2% quando o Ca** nuclear ou citosélico foi
tamponado, respectivamente (P < 0,05; n = 3 experimentos).

Para investigar se o tamponamento de Ca”* nuclear também afeta as propriedades
do potencial de agdo, midcitos ventriculares adultos, isolados a fresco, foram utilizados
(Fig. 6). De forma similar aos cardiomidcitos neonatos, os adultos apresentam o reticulo
nucleoplasmatico como mostrado em células incubadas com Mag-Fluo-4/AM (Fig.
6A).Também foi observado que Ad-PV-NES e Ad-PV-NLS séo expressos no
compartimento correto (Fig. 6B). Potenciais de acdo foram medidos em cardiomiocitos
atraves da técnica de patch clamp de células inteiras, estimulados a 1 Hz. Figuras
representativas das medidas de potencial de acdo para células controle e infectadas com

Ad-PV-NES e Ad-PV-NLS sdo mostradas na Figura 6C. Foi observada um prolongamento

de aproximadamente 34% na duracdo do potencial de acdo (APD) em células infectadas
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com Ad-PV-NLS, quando comparadas com células controle (APD 90% = 20,23 + 1,48 ms
em 16 controles vs. 27,19 = 1,71ms em 23 Ad-PV-NLS; p < 0,05) (Fig. 6D). Apesar de que
houve uma tendéncia para uma APD mais longa em cardiomidcitos infectados com Ad-PV-
NES, os dados ndo foram significativamente diferentes do controle. Em conjunto, as Fig. 4-
6 mostram que o tamponamento de Ca*" nuclear e cisotélico pode controlar eventos
celulares similares como a diminuicdo na amplitude dos transientes globais de Ca** e a
expressdo do RyR-II, assim como o aumento na frequéncia de batimentos; ou eventos

celulares distintos como o0 aumento na duracdo do potencial de acao.
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Figura 6. O tamponamento de Ca?* nuclear influencia a atividade elétrica de miécitos
ventriculares adultos. (A) Dois planos focais de um cardiomiocito adulto marcado com
Mag-Fluo-4/AM mostrando o reticulo nucleoplasmatico. Barra de escala = 10 um. (B)
Imagens representativas das constru¢des de PV em cardiomidcitos adultos. Barra de escala
=10 um. (C) Amostras de potenciais de acdo medidos em células controle e infectadas com
Ad-PV-NES e Ad-PV-NLS. Medidas da duracdo do potencial de acdo (APD) foram feitas
por patch-clamp em cardiomidcitos estimulados a 1 Hz. (D) O grafico de barras mostra a
média da APD a 90% da repolarizagdo em cada grupo experimental. A APD ¢
significativamente maior em cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS (p < 0,05).
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4.3 O tamponamento de Ca?* nuclear induz aumento da area nuclear.
Surpreendentemente, quando os cardiomidcitos neonatos foram infectados com Ad-
PV-NLS, foi observado aumento da area nuclear (Fig. 7A e B). Este efeito ndo foi visto em
celulas infectadas com Ad-PV-NES (dados ndo mostrados). Posteriormente, foi investigado
se 0 aumento da area nuclear observado foi resultado de suprerexpressdo de protéina no
nicleo ou do tamponamento de Ca’* nuclear. Para isso, foram usados cardiomidcitos
infectados com Ad-PV-NLS-CD marcados com a-actinina (verde) e DAPI (azul), e sua
area nuclear foi comparada a area nuclear de células controle e infectadas com Ad-PV-
NLS. Foi observado que a area nuclear de cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS foi
aproximadamente o dobro da &rea nuclear em células controle (niUmero de megapixels =
1,19 + 0,13 em 23 controles vs. 2,17 + 0,39 em 35 Ad-PV-NLS), (p < 0,05). Nao houve
diferenca na éarea nuclear de células infectadas com Ad-PV-NLS-CD comparadas ao
controle (nimero de megapixels = 1,19 + 0,13 em 23 controles vs. 1,56 + 0,06 em 13 Ad-

PV-NLS-CD) (Fig. 7A e B).

28



(B)

fluorescence
(number of megapixels)

control

7
.
-
>
-
s
<

Ad-PV-NLS-CD

Figura 7. Cardiomidcitos neonatos infectados com Ad-PV-NLS mostram aumento da
area nuclear. (A) Imagens representativas mostrando o aumento da area nuclear em
cardiomiocitos neonatos infectados com Ad-PV-NLS (vermelho) marcados com DAPI
(azul) e a-actinina (verde). Barra de escala = 10 um. (B) O gréfico de barras mostra a média
da area nuclear medida em cardiomidcitos marcados com DAPI. Ap6s 48 horas de infec¢do
com Ad-PV-NLS, o tamanho do nicleo aumentou para aproximadamente o dobro do das
células controle (ndo infectadas) (p < 0,05). Os resultados sdo representativos de trés
experimentos independentes.

Para ter uma visdo mais detalhada das vias de sinalizagdo envolvidas no aumento da
area nuclear, foram investigados os niveis de expressao de um marcador de estresse celular
como a fosfatase dependente de calcio-calmodulina, calcineurina [57;58]. Foi encontrado
que em cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS, a expressao de calcineurina foi 115%
mais alta do que em células controle (U.A. = 100 em 5 controles vs. 215,2 £ 27,76 em 5

Ad-PV-NLS; p < 0,05) (Fig. 8A e B) (n = 5 experimentos). Os niveis de expressdo da

calcineurina ndo foram alterados em células infectadas com Ad-PV-NLS-CD (dados nao
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mostrados). Para confirmar se o aumento da &rea nuclear resultou da ativacdo da
calcineurina, células controle e infectadas com Ad-PV-NLS com o inibidor de calcineurina
Ciclosporina A (CsA - 1uM) [59]. O tratamento com CsA preveniu o aumento da area
nuclear em cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS (Fig.8C e D). O gréafico de barra da
Fig. 8D mostra que a area nuclear aumentou em células infectadas com Ad-PV-NLS. No
entanto, o tratamento com CsA preveniu esse aumento na area nuclear. Além disso, o
tratamento com CsA em células controle ndo afetou sua area nuclear (numero de
megapixels = 1,70 £ 0,04 em 64 controles vs. 1,79 + 0,03 em 55 controles + CsA) (Fig 8C
e D) Posteriormente foi analizada a localiazacdo de NFAT, que é um efetor transcricional
“downstream” da calcineurina [58]. Na resposta hipertrofica, a calcineurina causa a
desfosforilagdo de NFAT e a sua subsequente translocagdo para o nucleo [58;60]. A Fig. 8E
mostra a localizacdo nuclear de NFAT em células infectadas com Ad-PV-NLS. Além disso,
foi encontrado um maior nimero de células infectadas com Ad-PV-NLS com NFAT no
nacleo comparado a células infectadas com Ad-PV-NLS-CD (% de células com NFAT
nuclear: 24,4 £ 2,16 em 46 controles vs. 27,3 + 2,6 em 19 Ad-PV-NLS-CD vs. 83 £ 4,2 em
61 Ad-PV-NLS) (Fig. 8F). Células controle tratadas com fenilefrina (phe) foram usadas
como controle positivo para a translocacdo de NFAT para o nucleo [61]. Como esperado, 0
tratamento com phe levou a uma maior porcentagem de celulas controle com NFAT
nuclear (% de células com NFAT nuclear: 24,4 + 2,16 em 46 controles vs. 66,7 + 6,6 em 38
controles + phe) (Fig. 8F) [61]. Posteriormente, foram investigados os efeitos da CsSA na
localizacdo celular de NFAT em cardiomidcitos controle e infectados com Ad-PV-NLS
(Fig. 8G) A Fig. 8H mostra uma maior porcentagem de células infectadas com Ad-PV-NLS
com NFAT nuclear (% de células com NFAT nuclear = 20,0 £+ 3,6 em 84 controles vs. 75,5

+ 3,6 em 115 Ad-PV-NLS; p < 0,05). Por outro lado, o tratamento com CsA em
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cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS preveniu a translocacdo de NFAT e ndo alterou
a sua localizagdo em células controle (% de células com NFAT nuclear = 20,0 + 3,6 em 84

controles vs. 19,56 £ 1,8 em 145 controles + CsA) (Fig 8G e H).
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Figura 8. O tamponamento de Ca*" nuclear altera a expressdo de calcineurina e a
localizacdo de NFAT em cardiomidcitos neonatos. (A) Western Blots representativos de
calcineurina e actina em cardiomiocitos controle e infectados com Ad-PV-NLS. A actina
foi usada como controle interno. (B) Analise densitométrica mostrando que cardiomiécitos
infectados com Ad-PV-NLS tém um aumento de 115% na expressdo de calcineurina
comparado a células controle (p < 0,05; n = 5 experimentos). (C) Imagens representativas
de cardiomiocitos neonatos controle e infectados com Ad-PV-NLS (vermelho) marcados
com DAPI (azul) e a-actinina (verde) mostrando o efeito do tratamento com Ciclosporina A
(CsA) na éarea nuclear. Barra de escala = 10 um. (D) Media da area nuclear medida em
cardiomidcitos marcados com DAPI. O tratamento com CsA néo afetou células controle,
mas preveniu o0 aumento da area nuclear em cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS
(controle, n = 64 celulas; controle + CsA, n = 55 células; Ad-PV-NLS, n = 49 células; Ad-
PV-NLS + CsA, n = 62 células; p < 0,05). (continua).
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Figura 8 (continuacdo). O tamponamento de Ca** nuclear altera a expressdo de
calcineurina e a localizagcdo de NFAT em cardiomidcitos neonatos.

(E) O tamponamento de Ca®* nuclear causa a translocacéo de NFAT para o ncleo (ver seta
no painel inferior esquerdo). Os painéis superiores mostram uma célula controle, e uma
célula controle tratada com fenilefrina (Phe) marcadas com NFAT (verde). Os painéis
inferiores mostram imagens sobrepostas de células infectadas com Ad-PV-NLS e Ad-PV-
NLS-CD (vermelho) marcadas com NFAT (verde). A marcacdo amarela forte no ndcleo
indica a alta translocagdo de NFAT para o nucleo. Barra de escala = 10 um. (F)
Porcentagem de células mostrando a localizagdo nuclear de NFAT. O tamponamento de
Ca?* nuclear e o tratamento de células controle com phe levou & localizagdo nuclear de
NFAT em uma porcentagem maior de células comparado ao controle e a células infectadas
com Ad-PV-NLS-CD (controle, n = 46 células; controle + phe, n = 38 células; Ad-PV-
NLS, n = 61 células; Ad-PV-NLS-CD, n = 19 células; p < 0,05). (G) Imagens sobrepostas
de células controle e infectadas com Ad-PV-NLS (vermelho) marcadas com NFAT (verde)
e DAPI (azul) tratatadas com CsA. Barra de escala = 10 um. (H) Porcentagem de células
com localizagdo nuclear de NFAT. O tratamento com CsA néo afetou a localizagdo de
NFAT em células controle. A localizacdo nuclear de NFAT foi reduzida significativamente
em células infectadas com Ad-PV-NLS e tratadas com CsA (controle, n = 84 células;
controle + CsA, n = 145 células; Ad-PV-NLS, n = 115 células; Ad-PV-NLS + CsA, n =
165 células; p < 0,001).
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Também foram investigados os niveis de expressdo de outro marcador de estresse
celular, o0 ANP em células infectadas com Ad-PV-NLS [62]. Os niveis de expressao de
ANP nédo foram alterados em nenhuma das células infectadas. No entanto, o agente
hipertréfico phe aumentou a expressdo de ANP em células controle como era esperado (n =
5 experimentos) (Fig. 9A) [61]. A fenilefrina também levou a redistribuicdo dos granulos
de ANP, em células controle, da regido perinuclear para a perfireria celular (Fig. 9B).
Posteriormente, foi investigado se o tamponamento de Ca®* nuclear causaria redistribuicéo
dos granulos de ANP. Foi observado que de forma similiar ao tratamento com phe, 0s
cardiomidcitos infectados com Ad-PV-NLS também tiveram os granulos de ANP
espalhados pela célula (Fig 9C). Em conjunto, estes resultados mostram que o
tamponamento de Ca®* nuclear é suficiente para causar aumento da area nuclear em
cardiomidcitos neonatos. O aumento da area nuclear foi acompanhado por um aumento na
expressao de calcineurina, translocacdo de NFAT para o nucleo e relocalizacdo subcelular

de ANP em cardiomidcitos.
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Ad-PV-NLS

Figura 9. O tamponamento de Ca®* nuclear leva a redistribuicdo de ANP em
cardiomidcitos neonatos. (A) Os niveis de expressdao de ANP ndo foram alterados em
nenhuma das células infectadas. (B) Os gréanulos de ANP (verde) foram
predominantemente localizados na regido perinuclear que contém o compexo de Golgi. A
adicéo de fenilefrina (painéis do meio) resultou em um aumento na expressao de ANP e na
redistribuicdo dos grénulos de ANP comparado ao controle (painéis superiores). O DAPI
(azul) foi usado para marcar os nucleos. Os painéis inferiores mostram um controle
negativo. (C) O tamponamento de Ca®* nuclear resultou na redistribuicdo dos granulos de
ANP pela célula. O painel superior direito mostra uma imagem sobreposta de ANP (verde)
e DAPI (azul). O painel inferior direito mostra uma imagem transmitida (cinza) e uma
imagem sobreposta de ANP (verde) e Ad-PV-NLS (vermelho). Barra de escala = 10 pm.
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5. Discussao
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O Ca”" livre dentro do ndcleo tem efeitos biolégicos especificos que diferem dos
efeitos do aumento de Ca** citosélico [25-31;42;63]. Sob certas circunstancias, o Ca’* pode
se espalhar passivamente do citosol para o interior do nucleo através do poro nuclear
[37;64]. No entanto, multiplos estudos tém mostrado que a introducdo de mensageiros
mobilizadores de Ca®* em nicleos isolados ou em n(icleos de células intactas, gera sinais de
Ca®" independentes das mudancas na concentracio do Ca’* citosélico [29;36;65-69]. Além
disso, estudos recentes tém demonstrado que o nucleo contém o reticulo nucleoplasmatico,
uma estrutura de sinalizacdo de Ca®* continua ao reticulo endo/sarcoplasmético e ao
envelope nuclear, capaz de liberar Ca** no nucleoplasma de forma independente ao citosol
[29;40]. Invaginagdes do reticulo endoplasmatico e do envelope nuclear que penetram no
interior do nacleo tém sido observadas em mudltiplos tipos celulares de mamiferos e de
plantas [29;70-72]. Neste estudo, foi mostrada pela primeira vez a presenca do reticulo
nucleoplasmatico em cardiomidcitos. Tanto midcitos neonatos quando adultos
apresentaram esta estrutura . A presenca de tal subcompartimento nuclear de sinalizacdo de
Ca®" poderia ter consideravel importancia, ja que suas invaginaces nucleares poderiam
formar regides ricas em Ca?* dentro do n(icleo, permitindo a regulagdo de funcdes celulares
especializadas.

A expressdo nuclear de RyRs e de InsP3Rs tem sido demonstrada em uma grande
variedade de células, incluindo cardiomiécitos neonatos de rato [29;40;63;66;73-75]. Além
disso, é amplamente sabido que o ndcleo possui a capacidade de produzir ligantes que
ativam estes receptores [65;76]. Tem sido observado que no nucleo de células néo
excitaveis, o Ca?* liberado do InsPsR regula seltivamente a atividade kinase [29],
transativacdo de Elk-1 [28], e a ativacdo do fator aumentador de transcricdo (TEF/TEAD)

[31]; estes eventos sdo diferentes dos controlados pelos InsP3Rs citosolicos. Além disso,
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aumentos de Ca?* nuclear e ndo de Ca®* citosélico sdo essenciais para ativar fatores de
transcricdo como CRE [25]. A presenca de um variante de splicing do RyR foi observada
no reticulo nucleoplasmatico de cardiomidcitos HL-1 [77]. No entanto, esta é a primeira
vez que a presenca do RyR-11 e do InsP3;R-11 € demostrada no reticulo nucleoplasmatico de
um tipo celular. E importante notar que estes dois canais ndo co-localizam no ntcleo de
cardiomiocitos, provavelmente devido as suas diferentes fungBes na ceélula. A
funcionalidade do InsP3R e do RyR no reticulo nucleoplasmético tém sido demonstrada em
células SkHep-1 e C2C12, respectivamente [29;40]. Além disso, o envolvimento da
sinalizacdo de Ca?* perinuclear dependente de InsP5 no processo de acoplamento excitagao-
transcricdo foi demonstrado em midcitos cardiacos [18]. No entanto, um papel especifico
para estes canais no nucleo de cardiomidcitos ainda nao foi definido.

Muitos tipos celulares co-expressam RyR e InsPsR [78;79]. Em células que co-
expressam estes dois canais intracelulares, a sinalizacdo de Ca®* pode resultar da ativacéo
de cada canal, ou da liberacéo coordenada de Ca®* dos dois [78]. E possivel que o InsPsR e
0 RyR dentro do nicleo interajam para regular o Ca®* livre no nucleoplasma, assim como
podem interagir para regular padrdes de sinalizagdo de Ca®* no citosol. Consequentemente,
este pool localizado de Ca** nuclear e as estruturas que o controlam constituem um novo
aspecto regulatério de Ca®* no coragao.

Dos fons envolvidos no correto funcionamento do coracéo, o Ca** é considerado
talvez o mais importante [15]. A alteracdo da homeostase do Ca** nos miécitos é uma das
principais causas de disfuncdo contratil e arritmias em condicGes patofisiologicas [55]. Ja
foi demonstrado, em diversos tipos celulares, que o aumento de Ca®* nuclear desencadeia
efeitos bioldgicos especificos que diferem dos efeitos desencadeados em consequéncia do

aumento de Ca** citosdlico [25-29;31;42;63]. No entanto, é demonstrado neste trabalho que
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em cardiomiécitos, 0 Ca?* nuclear e citosélico podem controlar eventos celulares néo s6 de
maneira distinta, mas também de forma similar. Estes dados indicam que pode haver
mudancas especificas a cada tipo celular em como o Ca?* nuclear e citosélico regulam uma
determinada funcdo celular. Foi observado que sob condices de tamponamento de Ca**
nuclear ou citosolico, cardiomidcitos neonatos apresentaram uma frequéncia de batimentos
aumentada, transientes globais de Ca’" atenuados e niveis de expressio do RyR-II
diminuidos. A observada atenuacio na amplitude dos transientes globais de Ca** poderia
ser explicada, pelo menos em parte, pela diminuicdo nos niveis de expressdo do RyR-Il em
células infectadas com Ad-PV-NLS e Ad-PV-NES. Da mesma forma, os niveis de
expressdo de outras protefnas envolvidas na regulacdo de Ca** poderiam estar alteradas
também explicando o aumento observado na frequéncia de batimentos espontaneos. Por
outro lado, foi demonstrado que o tamponamento de Ca®* nuclear e ndo do citosdlico,
causou prolongamento na duracdo do potencial de acdo (APD) em cardiomidcitos
ventriculares adultos. Estes dados indicam que os niveis de Ca*" nuclear séo altamente
controlados em cardiomidcitos. De fato, existe a hip6tese de que um sensor luminal de Ca**
esta presente no reticulo sarcoplasmatico de cardiomidcitos, permitindo que as células auto
regulem a concentracdo de Ca?* presente dentro do reticulo sarcoplasmatico [80]. Neste
contexto, um sensor de Ca** nuclear poderia estar presente também no reticulo
nucleoplasmatico, para que, caso a disponibilidade de Ca®* nuclear esteja reduzida, a célula
tente compensa-la aumentando a APD ou alterando a expressdo e/ou funcdo de canais de
membrana envolvidos no acoplamento excitagdo-contragéo.

A via de sinalizacdo da calcineurina/NFAT é estimulada ap0s elevacbGes na
concentracdo de Ca”" intracelular, que leva a ativacdo da fosfatase dependente de célcio-

calmodulina, calcineurina. Isto provoca a desfosforilagdo do NFAT, que contém um sinal
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de localizacdo nuclear que permite que seja translocado para o nucleo onde se liga a0 DNA
regulando a transcricdo de genes pro-hipertréficos [58;60]. Neste trabalho foi observado
que sinais de Ca®* nuclear regulam esta via de sinalizacdo na célula cardiaca. Dois grupos
de dados suportam esta observacgdo: (i) Células infectadas com Ad-PV-NLS apresentaram
niveis de expressdo da calcineurina aumentados, e (ii) células infectadas com Ad-PV-NLS
tiveram aumento na localizacdo nuclear de NFAT. E importante notar que foi investigada a
expressdo da subunidade B da calcineurina, a qual esta diretamente envolvida na ativacao
da calcineurina [81]. Neste sentido, 0 tamponamento de Ca®* nuclear causa aumento na
expressdo de calcineurina B resultando na ativacdo da calcineurina e consequente
translocacdo de NFAT para o ndcleo. De fato, estudos tém mostrado que a ativagdo e
translocacdo do NFAT pode ocorrer mais rapidamente quando a calcineurina é
superexpressa em cardiomiécitos e que isto pode ocorrer na auséncia de Ca?* quando a
calcineurina é constitutivamente ativa [82-84]. O tamponamento de Ca?* nuclear também
causou aumento da area nuclear. O tratamento com CsA em cardiomidécitos infectados com
Ad-PV-NLS preveniu a localizacdo nuclear de NFAT e o aumento da area nuclear, o que
confirma o envolvimento da via da calcineurina/NFAT no aumento da &rea nuclear
observado. Esta observacdo gera uma pergunta intrigante: Qual é o papel especifico da via
calcineurina/NFAT no aumento da area nuclear em cardiomiocitos infectados com Ad-PV-
NLS? Uma hipotese é que a translocacdo de NFAT para 0 ndcleo e a ativacdo de genes
especificos pode ser o mecanismo pelo qual o aumento da area nuclear ocorreu quando o
Ca®* nuclear foi tamponado [60]. Estes resultados implicam um novo papel para o Ca*
nuclear na modulagdo da via de sinalizagdo do NFAT em células cardiacas. A via da
calcineurina/NFAT tem sido amplamente documentada no desenvolvimento da hipertofia

cardiaca [58;60]. Desta maneira, outras perguntas poderiam ser formuladas: O aumento da
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area nuclear esta relacionado a hipertrofia cardiaca? Caso sim, como? A hipertrofia nuclear
tem sido observada em cardiomidcitos de coragcbes humanos com cardiomiopatia dilatada e
apos infarto do miocérdio [85-87]. O aumento no tamanho nuclear pode se dever a
atividade sintética alterada e este defeito parece afetar ndo sé proteinas da maquinaria
contrétil, mas também o citoesqueleto e outras proteinas [86;88]. Além disso, acreditava-se
que o aumento na &rea nuclear resultava em apoptose de cardiomidcitos com
cardiomiopatia dilatada. No entanto, foi constadado que pode resultar da atividade
aumentada de reparo de DNA [85]. As alteracBes nucleares sdo eventos primarios no
desenvolvimento da hipertrofia celular e as outras alteracdes celulares sdo consequéncia do
disturbio na funcdo nuclear [86]. JA que o nulcleo é o principal alvo de infeccdes
cardiovirais e o lugar de alteracdo da expressdo génica, € provavel que as mudancas
nucleares estejam implicadas no desenvolvimento e progessao de tais condi¢Bes patoldgicas
[86;87].

Uma das principais funcdes dos peptideos natriuréticos tais como o ANP é prevenir
a hipertrofia [62]. Sua distribuicdo € preferencialmente perinuclear em condicoes
fisiolGgicas e 0 aumento da sua expressao € observado na presenca de agentes hipertroficos
[17;89;90]. Neste trabalho foi observado que os niveis de expressdo de ANP ndo foram
alterados com o tamponamento de Ca** nuclear. Uma observacéo similar foi constatada em
um estudo recente, no qual foi usada uma construcao similar a PV-NLS, porém contendo a
proteina neuronal de ligacdo ao Ca®* calbindina (CB), direcionada para o ndicleo com uma
sequéncia de localizacdo nuclear e fusionada a proteina fluorescente vermelha monomérica
(mRFP) [17]. Foi verificado que o tamponamento de Ca”* nuclear aboliu a expressao de
ANP induzida por Endotelina-1 (ET-1) [17]. No presente trabalho o tamponamento de

Ca®* nuclear causou redistribuicdo subcelular de ANP da regido perinuclear para a periferia
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celular, o que foi observado também quando cardiomidcitos foram tratados com o agonista
hipertréfico fenilefrina [61]. A redistribui¢do de granulos de ANP ja tem sido demonstrada.
Por exemplo, ja foi observado que monensina induz a translocagdo de granulos de ANP por
microtibulos para a periferia celular através da moficacdo da interacdo entre 0s
microtubulos e os granulos de ANP [91]. A redistribui¢do de ANP induzida por monensina
foi prevenida pelo pré-tratamento com nocodazol, que fragmentou os microtubulos e
dispersou os complexos de Golgi e os granulos de ANP pelo citoplasma. Se a distribuicéo
de granulos de ANP observada apés o tamponamento de Ca** nuclear esta relacionada com
0 rearranjo de microtdbulos e se isto leva a um aumento na secre¢do de ANP sdo aspectos
que ainda devem ser estudados.

Na literatura, diversos estudos tém discutido como cardiomidcitos podem
discriminar sinais de Ca®" pro-hipertréficos dos aumentos ciclicos de Ca?* associados ao
acoplamento excitacdo-contracdo [17;23;24]. Tem sido sugerido que mudancgas no formato,
frequéncia ou amplitude dos transientes globais de Ca”* associados ao acoplamento
excitacdo-contracdo induzidas por estresse/sobrecarga, podem codificar informacdo que
induz a transcricdo génica hipertéfica. Isto ocorre pela ativacdo da via da
calcineurina/NFAT [1;23;24].

Uma idéia que tem ganhado apoio recente é que sinais de Ca** originados por
mecanismos diferentes aos do acoplamento excitacdo-contracdo controlam a transcri¢éo
hipertéfica. Por exemplo, foi demonstrado que sinais vindos dos IP3Rs perinucleares
ativam a via da calcinuerina/NFAT e também outra via hipertréfica conhecida, a da
proteina kinase 11 dependente de Ca?*-Calmodulina/Histona Deacetilase (CamK-
[I/HDACS5) [17;18]. Os resultados do presente trabalho mostram evidéncias de que 0s

sinais de Ca** nuclear também regulam componentes da via de sinalizacdo da
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calcinuerina/NFAT em cardiomidcitos. Os mecanismos pelos quais o Ca** pode controlar a
transcricdo de genes hipertroficos com tanta especificidade no ruido dos sinais globais de
Ca®" associados a cada batimento ainda s&o controversos [17]. Estudos mais detalhados s&o
necessarios para determinar como o cardiomiécito codifica os sinais de Ca?* pro-
hipertréficos.

Em conjunto, os resultados deste trabalho mostram como a sinalizacdo de Ca?*
nuclear contribui para a regulacdo ativa da funcionalidade e excitabilidade de
cardiomiécitos. Quando o Ca®* nuclear foi tamponado, foram observadas alteraces nos
transientes globais de Ca®*, propriedades elétricas, e na expressio-distribuicdo de
marcadores hipertréficos. Desta forma, o nlcleo responde a alteracdes dos niveis de Ca®*
manifestando aumento da area, com o objetivo de manter sua homeostase. Certamente,
mais investigacGes serdo necessarias para esclarecer a contribuicdo nuclear na
funcionalidade de cardiomidcitos assim como na hipertrofia cardiaca. Esta pode ser uma
via significativa para desenvolver novas técnicas terapéuticas.

Assim como o Ca** controla funcées essenciais em cardiomidcitos, também tem um
papel importante em outros sistemas celulares. Isto foi verificado em estudos adicionais
realizados durante o periodo deste programa de doutorado (Anexos). Em um deles foi
demonstrado que tanto o Ca** nuclear quanto o citosélico controlam a proliferacéo de
células estelares hepéticas na fase G2/M [43]. No outro trabalho foi demonstrado que o
receptor de proteina kinase C ativada (RACK) de Plasmodium falciparum, quando expresso
em células de mamifero, é capaz de inibir sinais de Ca®* mediados por InsPs, sendo este um
potencial mecanismo para a sobrevivéncia do parasita nas células do hospedeiro [92]. Estes
dados complementam as evidéncias atuais comprovando a importancia e versatilidade deste

segundo mensageiro na funcéo de diversos sistemas celulares.
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