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Resumo Dawidson A. Gomes

O calcio (Ca®") citoplasmatico e nucleoplasmatico podem ser regulados
independentemente. A relativa contribui¢io do Ca®" citoplasmatico e nucleoplasmatico
em processos biologicos tais como transcricdo génica, apoptose e proliferagdo celular
ainda ¢ matéria de especulagdo. Com a finalidade de explorar esta questdo, utilizamos o
aumento da expressdo de parvalbumina (PV) e calretinina (CR) como ferramentas
moleculares para tamponar seletivamente Ca** tanto no nucleoplasma quanto no
citoplasma. Nossos dados mostram que tanto a PV quanto a CR foram eficazes em
tamponar os sinais de Ca’” em cada um destes compartimentos subcelulares. Para
maximizar o nimero de células que expressam a PV, estas constru¢des foram entregues
as células SkHepl por adenovirus (ad) permitindo assim, investigar fungdes celulares
mediadas pelo Ca® nuclear e citosolico. A construgio ad-PV-NES (Nuclear Exclusion
Signal) foi eficaz no bloqueio da fosforilacdo da proteina Erk 1 e da expressdo da
proteina p38. Em contraste, a construgdo ad-PV-NLS (Nuclear Localization Signal) foi
capaz de bloquear a fosforilacdo da ciclina dependente de cinase 1 (CDKI). Para
estudar os mecanismos responsaveis pela geracdo de InsP; nuclear, utilizamos
construgdes que tamponam InsP; seletivamente no ntcleo ou no citosol, denominadas
de InsP; Sponge NLS e NES, respectivamente. As células transfectadas com InsP;
Sponge NLS mostraram-se eficazes em bloquear o aumento de Ca*" induzido pelo fator
de crescimento hepatico (HGF), mas ndo por arginina vasopressina (AVP). Em
contraste, a construcdo InsP; Sponge NES bloqueou o aumento de Ca®’, induzido por
AVP, mas ndo por HGF. Demostramos que o receptor de HGF, c-met, pode translocar
para o nucleo de células SkHepl apos estimulagdo com HGF. Além disso, observamos
que células SkHepl possuem fosfolipase Cy (PLCy) no ntcleo. Em conjunto, estes
resultados sugerem que através de PLCy, HGF pode gerar sinais de InsP; e
consequentemente Ca” nuclear. Assim, sinais de Ca®" no nicleo ou no citoplasma tém
efeitos distintos na expressdo e ativagdo de cinases e fatores de transcri¢do. Estas
observagoes sobre o trafego e funcdo de c-met revelam um mecanismo pelo qual os

sinais de Ca>” podem ser compartimentalizados para obter efeitos celulares distintos.
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Abstract Dawidson A. Gomes

Nucleoplasmic and cytoplasmic calcium (Ca®") can be regulated independently. The
relative contribution of nucleoplasmic and cytoplasmic Ca®" to biological processes
such as gene transcription, cell growth, apoptosis and cell cycle control remain to be
fully defined. In order to address this question, we target the Ca’"-binding proteins
parvalbumin (PV) or calretinin (CR), to either the nucleus or cytoplasm as a molecular
tool to selectively buffer either nucleoplasmic or cytoplasmic Ca*". These data showed
that expression of targeted PV or CR was sufficient to buffer Ca®" signals in these
respective sub-cellular compartments. The PV constructs were delivered by adenovirus
(ad) to explorer the functions of nuclear and cytosolic Ca®". The construct ad-PV-NES
(Nuclear Exclusion Signal) blocked the phosphorylation of Erk1 and expression of p38.
In contrast, the construct ad-PV-NLS (Nuclear Localization Signal) blocked the
phosphorylation of cyclin dependent cinase 1 (CDKI1). We also investigated the
mechanisms responsible for InsP; generation within the nucleus. In order to address this
question, we employed an InsP; binding protein (“InsP; Sponge”) as a molecular tool to
selectively buffer either nucleoplasmic or cytoplasmic InsP;. SkHepl cells expressing
InsP; Sponge in the nucleus blocked the Ca*" response induced by Hepatocyte Growth
factor (HGF), while the Ca®" response in the cells was not affected by stimulation with
arginine vasopressin (AVP). In contrast, expression of InsP; Sponge in the cytoplasm
blocked the Ca** response induced by AVP, but the Ca** response induced by HGF was
not affected. In addition, stimulation with HGF induced translocation of c-met to the
nucleus and let to the presence of phospholipase Cy (PLCy) as well within the nucleus.
In summary, these results show that HGF can generate nuclear InsP; and Ca®" signals,
and that this likely results from translocation of c-met and PLCy to the nucleus. Since
Ca”" signals in the nucleus and cytoplasm have distinct effects on expression and
activation of cinases and transcription factors, these observations about c-met
trafficking and function reveal one mechanism by which Ca*" signals can be

compartmentalized to obtain these distinct cellular effects.
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1.1 Aspectos basicos da sinalizacdo do Ca** intracelular

O Ca’" controla grande variedade de funcdes celulares abrangendo respostas de
curta duracdo como a contragdo muscular e a secre¢do, bem como respostas de longa
duragdo tais como a transcri¢ao, divisao e morte celular (Clapham 1995; Berridge et al.
2003). Embora nao seja estabelecido como um unico segundo mensageiro coordena tal
diversidade de efeitos celulares, evidéncias sugerem que padrdes espaciais de sinais de
Ca”" podem determinar sua especificidade (revisado por Berridge et al. 2003).

A principal organela responsavel em estocar e liberar Ca” nas células é o
reticulo endoplasmatico (RE). O RE contém canais especializados em liberar Ca®" que
podem ser divididos em duas familias: os receptores de inositol 1,4,5-trifosfato
(InsP3Rs) e os receptores de rianodina (RyRs). Cada uma destas familias parece conter
trés diferentes isoformas. Tanto os InsP3Rs quanto os RyRs formam grandes estruturas
oligoméricas por associacdo de suas quatro subunidades (revisado por Berridge et al.
2003). As estruturas dos InsP3;Rs e RyR apresentam grande homologia, que ¢ marcante
especialmente nas regides que dao origem ao poro dos canais (Mignery et al. 1989;
Takeshima 1993; Shah and Sowdhamini 2001).

O RE ¢ sensivel a mensageiros intracelulares tais como: o inositol 1,4,5-
trifosfato (InsP3), o proprio fon Ca’", ADP-ribose ciclico, nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato (NAADP) (revisado por Rizzuto and Pozzan 2006), entre outros
que sdo capazes de disparar a liberagio de Ca’" dos estoques intracelulares. Os InsP;Rs
requerem a presen¢a de InsP; para serem estimulados (Figura 1), mas podem ser
modulados pelo Ca”* e por proteinas cinases (revisado por Leite and Nathanson 2001).
Os RyRs por sua vez sdo ativados pelo proprio Ca®” e este processo de Ca*” induzindo a
liberagio de Ca®" (CICR) pode ser desencadeado de diversas maneiras: através do

acoplamento entre canais operados por receptores, canais operados por voltagem e
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canais liberadores do RE, como acontece em midcitos cardiacos e€ nos neurdnios
. . . . +
(revisado por Berridge 2002). Entretanto, cada um destes canais liberadores de Ca’" do

RE tem sua caracteristica funcional distinguivel.

“ﬁm Membrana

VIOV OV OV OV Y (Y Y (Y () Plasmatica

|
DAG e

Figura 1: Mecanismo de ativacdo de InsP3Rs via receptores acoplados a proteina
G. Os receptores de membrana acoplados a proteina G, quando ativados por ligantes,
induzem a hidrolise de fosfatidil inositol 4,5 bifosfato (PIP,) para formar diacilglicerol
(DAG) e InsPs, através da fosfolipase C (PLC). Os InsP; ligam-se aos InsP3Rs,
presentes na membrana do reticulo endoplasmatico, ao qual induzem a liberacdo de
Ca”" para o citosol (Leite and Nathanson 2001).

Em contraste com a intrigante variedade de mecanismos para a indugdo do
influxo de Ca”" extracelular, a extrusdo do Ca®" para o espago extracelular ¢ limitada a
duas familias de proteinas: o trocador Na/Ca®* ¢ o Ca’* ATPase da membrana
plasmatica. Além disso, o Ca®" intracelular pode ser removido do citoplasma através de
uma variedade de bombas e transportadores organelas especificas. A recaptagio do Ca*"

para o RE ¢ regulada por uma familia de Ca’* ATPases do reticulo sarco-

endoplasmatico (SERCA). A recaptagio pela mitocondria ¢ mediada pelo Ca®"
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“uniporter”” mitocondrial enquanto a recaptacao pelo Golgi ¢ mediada pelo transportador
- Ca®" ATPase do tipo P (PMR1/ATP2C1). Além de captar Ca®’, a mitocondria pode
tambem libera-lo através do trocador Na™-H'/ Ca*" e em algumas circunstincias, pelo
poro de permeabilidade transitoria (Nowycky and Thomas 2002).

Como descrito, existe uma enorme variedade de estoques intracelulares de Ca*"
que podem auxiliar na compartimentalizagao e na especificidade das respostas celulares
controladas pelo Ca*". Os mecanismos através dos quais o Ca®" pode regular diversas
funcdes celulares continuam controversos, desse modo resolvemos estudar como o
aumento de Ca®" citosolico ou nuclear pode especificamente desencadear fungdes

celulares distintas.

1.2 Sinalizaco de Ca* nuclear

Os padrdes de sinalizagio de Ca®" podem variar em diferentes regides e o
aumento do Ca’" no nucleo tem efeitos bioldgicos especificos que diferem dos efeitos
dos aumentos de Ca’" citosolico (Hardingham et al. 1997; Hardingham et al. 1998;
Carrion et al. 1999; Pusl et al. 2002; Echevarria et al. 2003; Leite et al. 2003; Thompson
et al. 2003). Entretanto, os mecanismos € as vias que promovem aumentos localizados
nos niveis de Ca®" nuclear ainda néo estio totalmente esclarecidos.

O nucleo ¢ um compartimento funcionalmente distinto da célula. Ele ¢
fisicamente separado do citosol por uma bicamada lipidica, nomeada de envelope
nuclear (Lee et al. 1998; Perez-Terzic et al. 1996). Este envelope contém poros que
permitem o transporte de moléculas e ions entre o citosol e o nucleo. Foi inicialmente
proposto que a sinalizagdo de Ca>" poderia ocorrer por difusdo do Ca** citosélico para o
envelope nuclear (Brini et al. 1993; Allbritton et al. 1994; Hennager et al. 1995; Lipp et

al. 1997). Este mecanismo explica o aumento do Ca”" nuclear observado sobre certas
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condig¢des, mas isto ndo suporta ou exclui a idéia de regulagao independente de sinais de
Ca”" nucleares independentes dos sinais de Ca”" citosolicos.

Outra possivel fonte de Ca>" no nticleo é o envelope nuclear. E sabido que o
limen do envelope nuclear ¢ continuo com o limen do RE (Bachs et al. 1992;
Bustamante 1994). Tal como o RE, o envelope nuclear ¢ capaz de estocar Ca’" (Rogue
et al. 1998). Observou-se que em nucleo isolado, os InsP;Rs estdo envolvidos na
liberagdo de Ca®" (Gerasimenko et al. 1995) ¢ também em células intactas nas quais os
InsP;Rs foram bloqueados (Hennager et al. 1995). Esses dados sugerem que as
atividades dependentes de Ca®" nuclear podem ser reguladas de maneira indepedente
dos estoques e sinais de Ca”" citosolicos.

Os componentes envolvidos na sinalizacdo de Ca®" mediada por InsPsRs sio
encontrados ndo somente na membrana plasmatica, mas também no envelope nuclear
(Figura 2). Demonstrou-se que a membrana nuclear contém a enzima PLC, que
hidrolisa PIP, para formar InsP; e diacilglicerol (DAG) (Berridge 1993; Martelli et al.
2000). Além disso, foi encontrado InsP;Rs funcionais na membrana nuclear que estd em
contato com o nucleo (Koppler et al. 1993; Mak and Foskett 1994; Malviya 1994;
Stehno-Bittel et al. 1995a). Estes dados sugerem que InsP; pode ser gerado no nucleo e
mais, que InsP; nuclear pode levar a aumentos localizados de Ca>" indepedentes dos
aumentos dos niveis de InsPs no citosol (Figura 2). Deve-se salientar que alguns relatos
sugerem que PIPK e PIP, ndo estdo associados com estruturas da membrana nuclear,
incluindo as invaginagdes do envelope nuclear, mas a subdominios nucleares
denominados “speckle domains” (Boronenkov et al. 1998; Osborne et al. 2001;

Tabellini et al. 2004).
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Figura 2. Sinalizacdo de Ca?* no citoplasma e nlcleo. Ca** citoplasmatico ¢ elevado
quando PLC hidrolisa PIP, para formar InsPs, ao qual atual nos receptores de InsP; para
liberar Ca®" do reticulo endoplasmatico dentro do citoplasma. Diferentes isoformas de
PLC podem ser ativadas por estimulagdo de receptores acoplados a proteina Gq ou
receptores de tirosina cinases (RTKs). Isoformas nucleares de PLC hidrolisam PIP; para
formar InsP; dentro do nucleo, ao qual atuam nos receptores de InsP; intranucleares
para gerar Ca”" dentro do nucleoplasma. RTKs podem ativar PLC intranucleares,
embora 0 mecanismo ndo esteja completamente estabelecido .

Existem varias evidéncias que o InsP; pode liberar Ca*" diretamente do envelope
nuclear. Foi demostrado que a presenca de InsP; induz a liberagdo de **Ca*" dentro de
nucleos isolados de hepatécitos (Malviya et al. 1990) e aumento do Ca*" livre mesmo
quando os niicleos isolados sdo perfundidos por quelantes de Ca*" (Gerasimenko et al.
1995; Santella and Kyozuka 1997). Observou-se que a inje¢do direta de InsP; dentro do
nucleo de odcitos de Xenopus laevis resulta em aumento do Ca®" intranuclear, mesmo

quando os InsP;Rs citosélicos foram bloqueados (Hennager et al. 1995). Além disso,

InsP;Rs associados com o nucleo liberam Ca*" de nucleos isolados de Xenopus laevis

6
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(Stehno-Bittel et al. 1995b) e fotoliberacao de “caged InsP;” em nucleos isolados de
oécitos de “starfish” aumenta a liberacio Ca>" nuclear (Santella and Kyozuka 1997).
Desse modo, diversas sdo as evidéncias que InsP; uma vez dentro do nucleo, pode

+ . . . %]
aumentar Ca>” no nucleoplasma de maneira independente de eventos citoplasmaticos.

1.3 Sinalizacdo de Ca*" pode ocorrer em regides subnucleares

A compartimentalizagdo de Ca®" intranuclear foi inicialmente relatada utilizando
uma sonda de alta afinidade ao Ca®’, fluo-3/AM (Lui et al. 1998). Além disso,
observou-se que o nucleo de células animais (Fricker et al. 1997) e de plantas (Collings
et al. 2000) quando em interfase contém estruturas reticulares que sdo contiguas com o
reticulo endoplasmético e o envelope nuclear (Figura 3). Esta estrutura reticular foi
posteriormente caracterizada e denominada de reticulo nucleoplasmatico (Echevarria et
al. 2003). Demonstrou-se que, assim como o reticulo endoplasmatico, o reticulo
nucleoplasmatico pode estocar e liberar Ca®". A relagio do reticulo niicleoplasmatico na
sinalizacdo de Ca*" foi recentemente caracterizada em células SkHep1 (Echevarria et al.
2003). As células foram marcadas com a sonda de membrana de reticulo
endoplasmatico, ER-tracker, e posteriormente examinadas usando microscopia de dois
fotons para minimizar a perda de fluorescéncia pela acdo do laser. Uma rede de
estruturas intranucleares que sao contiguas com o reticulo endoplasmatico e o envelope
nuclear foram observadas (Figura 3a e b) (Echevarria et al. 2003). A relagao destas
estruturas com o reticulo endoplasmatico foi examinada posteriormente investigando a
distribuicao intracelular da calreticulina, proteina de reticulo endoplasmatico, através de
imunofluorescéncia. A marcacdo com calreticulina foi encontrada nao somente no
citosol, mas também no ntcleo (Figura 3c). Além disso, em células SkHepl marcadas

com a sonda de baixa afinidade ao Ca®", Mag-fluo-4/AM, uma distribui¢io similar a da
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CR e do ER-tracker foi observada (Figura 3d) (Echevarria et al. 2003), demostrando
assim que estas estruturas intranucleares estocam Ca®".

Os InsP;Rs medeiam a sinalizacdo de Ca®" em células SkHep! (Pusl et al. 2002)
e estes receptores sao encontrados ao longo do reticulo endoplasmatico destas células.
(Echevarria et al. 2003). Demonstrou-se por fotoliberacao de “caged InsP;” dentro do
nicleo que os InsP;Rs intranucleares sdo funcionais (Echevarria et al. 2003). A
fotoliberagdo de InsP; dentro do nucleo resultou em aumento gradual de Ca®" neste
compartimento. Investigou-se a funcionalidade dos InsP;Rs nucleares pela estimulagdo
das células SkHepl com fator de crescimento de hepatocitos (HGF). Este fator de
crescimento ¢ conhecido por preferencialmente ativar sinalizagio de Ca®" associado
com a maquinaria nuclear (Clark and Brugge 1995). Observou-se que a sinalizagdo de
Ca” nuclear induzida por HGF geralmente precede aos aumentos de Ca®" citosolicos
(Echevarria et al. 2003). E sabido que tanto o receptor do fator de crescimento
epidermal bem como o receptor do fator de crescimento de fibroblasto podem translocar
para o nucleo (Reilly and Maher 2001; Lin et al. 2001). A translocacdo dos receptores
de tirosina cinase sugere uma rota potencial pelos quais estes receptores podem
seletivamente ativar as vias de sinaliza¢ao nuclear.

O envelope nuclear contém todos os sistemas necessarios que controlam a
homeostase de Ca®" no nicleoplasma. Isto inclui ndo somente InsPsR e a maquinaria
para produzir InsP;, mas também “SERCA pumps” (Gensburger et al. 2003). Uma
questdo intrigante ¢ como os sinais originados da membrana plasmatica induzem
mudancas de Ca®" no nicleo. Apesar desta pergunta nio ser inteiramente sabida, alguns
trabalhos mostram que receptores de tirosina cinases estdo envolvidos na geragdo de
Ca”" nuclear. Foi demostrado, que bombesina ao interagir com um receptor ligado a

proteina G, causa a hidrolise de PIP, na membrana plasmatica. Em contraste, observou-
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Figura 3. O nGcleo de células contém um reticulo endoplasmatico que estoca Ca*".
(a) Diferentes campos de células SkHepl marcadas com a sonda de membrana de
reticulo endoplasmatico, “ER-tracker” e visualizadas por microscopia de dois fotons
mostra a presenca de estruturas reticulares dentro do nucleo (setas). (b) Diferentes
planos focais da mesma célula mostram que uma destas estruturas reticulares atravessa
o nucleo (setas). (C) Imagens de imunofluorescéncia de trés diferentes células SkHepl
marcadas com anticorpo anti-calreticulina também mostra a presenca de estruturas
reticulares no nucleo (setas). (d) Diferentes células SkHepl marcadas com a sonda de
baixa afinidade ao Ca®’, Mag-fluo-4/AM, e visualizadas por microscopia confocal
demonstram que o reticulo endoplasmatico estoca Ca** (setas). Barra = 5 um
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se que o fator de crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e integrinas, que ativaram
proteinas tirosina cinase, causaram a hidrélise de PIP, no nucleo (Divecha et al. 1991;
Plevin et al. 1990). Martelli et al. (1992) também observaram que a sinalizagdo de Ca”"
nuclear pode ser disparada por ativacdo de receptores de tirosina cinase através de
peptideos sintéticos. Em conjunto estes trabalhos mostram que receptores de tirosina

. ~ . ~ 2+
cinase estdo envolvidos na geragdo de Ca™ nuclear.

1.4 Ca** regula processos especificos dentro do ntcleo

A sinalizagdo de Ca’" nuclear regula diretamente importantes fun¢des celulares
tais como translocacgao de proteinas cinases (Echevarria et al. 2003) e transcrigdo génica
(Hardingham et al. 1997; Hardingham et al. 1998; Chawla et al. 1998; Pusl et al. 2002;
Thompson et al. 2003) (Figura 4). Os efeitos do Ca’" nuclear na translocacio de
proteinas cinases sio distintas dos efeitos do Ca®" citosdlico. Isso foi demonstrado
através de monitoramento da translocacdo de proteina cinase C gama fundida com a
proteina fluorescente verde (GFP) em células na qual o “caged Ca*™ foi fotoliberado
somente no nicleo ou citosol. O aumento localizado de Ca** no nucleo causou
redistribuicao de proteina cinase C no envelope nuclear sem afetar a distribuicdo da
proteina cinase no citosol (Echevarria et al. 2003).

Os sinais de Ca®" podem regular a expressio génica e evidéncias recentes
sugerem que os sinais de Ca’" nuclear e citosolico afetam a expressdo de genes de
maneira distinta. Por exemplo, vias de sinalizagdo ativadas por Ca’" citoplasmatico
ativam o “serum response element” (SRE), enquanto o Ca’” nuclear controla a
expressdo de genes através do “cAMP response element” (CRE) (Hardingham et al.
1997). Além disso, a contribui¢io dos sinais de Ca*" nuclear e citosdlico foram

estudados durante estimulagdo de Elkl mediada por EGF (Pusl et al. 2002). Neste
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trabalho, os sinais de Ca’" em ambos os compartimentos foram seletivamente
bloqueados através da expressdo de uma proteina quelante de Ca®’, parvalbumina, no
citosol ou no nucleo. Foi encontrado que a supressio do Ca”" nuclear, mas ndo do Ca*"
citosolico inibiu a ativacdo de Elk 1 por EGF. Entretanto, supressio de sinais de Ca’"
nuclear ndo afetaram a abilidade de ERK ser fosforilada ou de translocar-se para o
nucleo em resposta ao EGF (Pusl et al. 2002). Assim, propriedades espaciais dos sinais
de Ca*" sdo importantes determinantes para o tipo de resposta transcricional, fornecendo
um mecanismo para a regulacdo diferenciada por um unico segundo mensageiro
(revisado por Hardingham et al. 1998).

Como exemplificado, o Ca®" nuclear possui fungdes distintas do Ca*" citosolico.
Assim serdo explorados neste trabalho as fungdes do Ca®" citosélico e nuclear bem
como vias intracelulares que podem contribuir para a geragio do Ca®" nuclear. Para
responder essas questdes utilizamos construgdes moleculares que tamponam o Ca** ou o
InsP; seletivamente no nucleo ou no citosol. Para estes estudos utilizamos células

SkHepl, que quando estimuladas com HGF ativam a sinalizagio de Ca®" que ¢

associada com a maquinaria nuclear (Echevarria et al. 2003).
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Figura 4. A¢des multiplas do Ca** nuclear. Aumento do Ca®* dentro do nticleoplasma

regula a atividade de varios fatores de transcri¢ao e cinases, como na figura e descrito

no texto.
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2. Objetivos
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Objetivo Geral

Investigar vias intracelulares que podem ser controladas especificamente por
. . + . ,qe . . . . .
sinais de Ca”" citosolico ou nuclear e identificar as vias que podem contribuir para a

~ +
geracio de Ca’" nuclear.

Objetivos Especificos

1) Caracterizar as propriedades das construgdes de parvalbumina e calretinina na

. . - 2+ . Ly
sinalizagdo do Ca”" citosoélico e nuclear.

Para esta finalidade, as constru¢des de parvalbumina e calretinina foram fundidas as
sequéncias de localizagdo nuclear (NLS) ou a sequéncias de exclusdo nuclear (NES) e

suas propriedades foram estudadas em células SkHepl.

2) Investigar fun¢des do Ca>" nuclear e citosolico.

As contrucdes de parvalbumina entregues por adenovirus foram utilizadas para explorar

a ativagdo de MAPKSs e fatores de transcricdo em células SkHepl estimuladas com o

fator de crescimento hepatico (HGF).

3) Investigar a geracao de InsP; nuclear.

Utilizamos construgdes que podem quelar InsP; tanto no ntcleo quanto no citosol para

investigar a geracao de InsP; no nucleo de células SkHep1 estimuladas com HGF.
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3.1 Cultura celular e transfecgéo

C¢lulas SkHepl foram obtidas da American Type Culture Collection (Rockville, MD) e
cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen), suplementado com
100 unit/ml penicilina, 0,1 mg/ml streptomicina (Invitrogen), 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen), a 37°C em 5% CO,. As células SkHepl foram transfectadas usando

lipofectamina 2000 (Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.2 Geracao das construcgoes de parvalbumina e calretinina em vetores

de expressao

As construcdes de PV direcionadas para o nucleo (PV-NLS-GFP) ou citosol (PV-NES-
GFP) foram previamente descritas (Pusl et al. 2002). Para gerar as constru¢des em fusao
com proteina fluorescente derivada do coral Discosoma sp (DSR), a GFP das
construgdes previamente publicadas foram substituidas por DSR como descrito a seguir:
A sequéncia de DSR foi amplificada por PCR do plasmidio pDSR2-N1 (Clonetech)
usando primers ao qual foram introduzidos os sites da enzima de restricdo Notl na
regiao 5’ e 3’. O produto de PCR foi digerido com Notl e subclonado nos plasmidios de
expressdo PV-NLS-GFP e PV-NES-GFP, previamente digeridos com Notl para liberar
o inserto da GFP. As construgdes resultantes foram nomeadas de PV-NLS-DSR e PV-
NES-DSR. Construiu-se o plasmidio controle por subclonagem do gene do DSR no
plasmidio pCMV-Myc-Cyto (Invitrogen). Cada vetor de expressdo foi confirmado por
analise de enzima de restricao e também por sequénciamento automatico.

Os vetores de expressdo de CR direcionados tanto para o nucleo quanto para o
citosol foram construidos através do cDNA completo da CR de rato, o qual foi
generosamente fornecido pelo Dr. Jacek Kuznicki (International Institute of Molecular

and Cell Biology, Warsaw, Poland) no plasmidio pCMV-Myc-Nuc (Invitrogen).
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Subsequentemente, a regido codificante do DSR derivado do plasmidio pDSR2-N1
(Clontech) foi amplificada por PCR e sub-clonada através dos sitios de Notl para
produzir o plasmidio pCMV-CR-DSR-Myc-Nuc, designado como CR-NLS-DSR. O
vetor de expressao da CR direcionada para o citoplasma foi gerado por amplificagdao do
cDNA através da PCR usando os primers 5'-GGG GTC GAC GCA TTA CAA AAA
AAA TTA GAA GAA TTA GAA TTA GAT GAA ATG GCT GGC CCG CAG-3'
(contendo a sequéncia de exclusdo nuclear amino terminal derivada da MEK1) e 5'-
ATA AGA ATG CGG CCG CCA GGA ACA GGT GGT GGC GGC CC-3". O produto
da PCR foi sub-clonado no vetor pPCMV-Myc-Cyto vector (Invitrogen). A DSR foi sub-
clonada usando os sites da Notl para criar o vetor pPCMV-CR-NES-DSR-Myc-Cyto,

designado como CR-NES-DSR.

3.3 Geracédo dos Adenovirus de Parvalbumina

As construcdes de PV em fusdo com DSR foram amplificados por PCR e subclonados
em pShuttle-CMV (Bert Vogelstein, John Hopkins Oncology Center, Baltimore, MD)
por analise de restricdo enzimatica com Xhol e Xbal para gerar o pShuttle-CMV-PV-
NLS-DSR. Adenovirus recombinantes foram gerados por transformagao de pShuttle-
CMV-PV-NLS-DSR em células AdEaseier-1 (Vogelstein), derivada da bactéria BJ5183
contendo o plasmidio “backbone” pAdEasy-1. Os adenovirus positivos foram
selecionados por resisténcia a kanamicina e analise por restrigdo enzimatica usando a
enzima Pacl. Os adenovirus de PV foram amplificados usando células HEK-293 como

descrito por He et al, 1998.
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3.4 Geracao das construcdes de InsP; Sponge

As construcdes InsP; Sponge e InsP; Sponge NLS em fusdo com mRFP foram
gentilmente doadas pelo Dr. Tamas Balla (Endocrinology and Reproduction Research
Branch, NICHD, National Institutes of Health, Bethesda, Maryland) e foram geradas
como descrito anteriormente (Varnai et al. 2002; Lin et al. 2005). Em resumo, o
dominio de ligagdo ao InsP; do InsP;R humano do tipo I (niimero de acesso no
GenBank D26070) foi amplificado de cDNA de cérebro humano (Quickclone,
CLONTECH) com os seguintes pares de primers 5> GCA ACA GAG TGC CTG ACC
CAG GTC AG-3 ¢ 5- CTT TCG CAC CAG GCT GAC AAA TGT GTC 3°. O produto
de PCR foi subclonado no plasmidio de clonagem pGEM-Easy T/A (Promega,
Madison, WI). Apds sequenciamento, dois clones foram identificados, um contendo
(SHII+) e o outro faltando (SHII-) a regido de ligacao localizada entre os dois dominios
envolvidos na ligagao ao InsPs;. O “splice variant” SHII+ foi usado como “template”, o
dominio de ligacao ao InsP; (residuos 224—605) foi amplificado com “nested primers”
contendo os sitios de restrigdo para as enzimas Xhol e ECORI, ¢ o produto de PCR foi
subclonado no vetor pEGFP-C1. Subsequentemente a EGFP foi substituida por proteina
fluorescente monomérica vermelha (mRFP) para que os experimentos de Ca”
pudessem ser realizados com as sondas para Ca’" com excitacio no comprimento de
onda de 488 nm, como o fluo-4/AM. O vetor mRFP-Cl-InsP3(224'605 ) foi designado de
InsP; Sponge. Para geracdo da constru¢ao InsP; Sponge NES oligonucleotideos
sintéticos contendo a sequéncia de exclusdao nuclear amino terminal derivada da MEK 1
(5> CCG GTA TGG CTC TGC AGA AAA AGT TGG AAG AGC TTG AGC TGG
ATG AGG CA 3’ ¢ 5 CCG GTG CCT CAT CCA GCT CAA GCT CTT CCA ACT
TTT TCT GCA GAG CCA TA 3’) e os sitios de restricdo para a enzima Agel foram

hibridizados in vitro e ligados ao plamidio InsP; Sponge previamente digeridos com a
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enzima Agel. A orientacdo foi confirmada por sequenciamento e a correta localizagao

subcelular por expressdao em células SkHepl.

3.5 Western Blot

Os western blots das células SkHepl foram feitos de acordo com métodos descritos
(Leite et al. 2003; Echevarria et al. 2003). As células cultivadas em placas de cultura de
35mm foram lavadas trés vezes com PBS e a estas foram adicionados 1% de um
coquetel contendo inibidores de proteases (Sigma, St. Louis, USA) e 1% de um
coquetel de inibidores de fosfatases (Sigma, St. Louis, USA) dissolvido em M-PER
(Pierce, Rockford, USA), para obtengdao de lisados totais. As fragdes citosdlicas e
nucleares foram obtidas utilizando o kit NE-PER (Pierce, Rockford, USA), ao qual
foram adicionados em todas as solugdes 1% de um coquetel contendo inibidores de
proteases (Sigma, St. Louis, USA) e 1% de um coquetel de inibidores de fosfatases
(Sigma, St. Louis, USA), o protocolo foi realizado de acordo com o manual do
fabricante. A concentragdao de proteinas foi determinada por espectrofotometro e 15-40
ug de proteinas foi separada por eletroforese usando um gel de poliacrilamida de
gradiente 5-20%. Em seguida, foi feita transferéncia durante 90 min em sistema semi
seco (BioRad, Hercules, CA) das proteinas para uma membrana de PDVF (BioRad,
Hercules, CA). Entdo, a membrana foi bloqueada usando-se PBS 0.1% tween-20
(PBST), mais 5% de leite desnatado por 60 min. Os anticorpos usados foram: anti c-met
monoclonal (1:500) (Upstate, Charlottesville, USA), anti fosfo c-met policlonal
(1:1000) (Biosource, California, USA), anti Na'/K" ATPase monoclonal (1:250) (Santa
Cruz), anti lamin B policlonal (1:1000) (Santa Cruz), anti Erkl monoclonal (1:1000)
(Cell Signaling), anti fosfo Erk 1/2 monoclonal (1:1000) (Cell Signaling), anti p38

monoclonal (1:1000) (Cell Signaling), anti fosfo p38 monoclonal (1:1000) (Cell
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Signaling), anti PLCy monoclonal (1:500) (BD Pharmingen, CA, USA) e anti-actina
monoclonal (1:4000) (Sigma, St. Louis, USA). A incubagdo com anticorpo primadrio foi
feita overnight a 4°C. Apds trés lavagens com PBST, a membrana foi incubada com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase (Amersham Biosciences) (1:5000) por
1 h a temperatura ambiente. As bandas foram reveladas por reacdo de
quimioluminescéncia (ECL plus, from Amersham Biosciences). O filme foi escaneado
com um densitometro GS-700 (Bio-Rad, Hercules, CA) e a andlise quantitativa foi

realisada usando o Multi-Analyst software (Bio-Rad).

3.6 Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia foi realizada como descrito (Leite et al. 2003; Echevarria et al.
2003). As células foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS por 10 min, e
lavadas trés vezes com PBS. As células foram incubadas em uma solucio de bloqueio
(PBS contendo 1% BSA, 0.5% triton, 5% soro de cabra) por 1 h. Ap6s o bloqueio, as
células foram incubadas por 12 horas em PBS 1% BSA contendo um dos seguintes
anticorpos primarios: c-met monoclonal (1:50) (Upstate, Charlottesville, USA) e anti
PLCy monoclonal (BD Pharmingen, CA, USA) (1:100) a 4°C. As células foram lavadas
trés vezes em PBS e incubadas por 1 h em PBS 1% BSA contendo anticorpo secundario
conjugado Alexa 488 (1:500). Controles negativos foram incubados apenas com
anticorpo secundario. As células foram lavadas trés vezes, e as laminulas foram
montadas usando solucdo de montagem antifade. Imagens de imunofluorescéncia foram
obtidas em microscopio confocal Zeiss LSM 510 meta usando a objetiva de imersao a
0leo com aumento de 63X (1,4 AN). Foi usando o laser argon 488 nm para excitar, ¢ a
emissao foi coletada entre 505 and 530 nm. As imagens de imunofluorescéncia foram

adquiridas mantendo-se a iris sempre inferior a um micrométro.
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3.7 Deteccgdo do aumento de Ca®* citosélico

Na deteccdo do aumento de Ca®" citosolico usou-se o fluo-4 aceto-metil-éster (Fluo/4
AM). Quarenta e oito horas apos as células terem sido plaqueadas ou transfectadas, as
mesmas foram incubadas com a solugdo salina de HEPES tamponada (SSHT) 6 uM de
fluo-4/AM durante 30 min (37°C). Em seguida as células foram transferidas para uma
camara de perfusdo acoplada a um microscopio Zeiss (Axiovert 200). As imagens e as
medidas da fluorescéncia das células foram obtidas com o sistema a laser confocal
(Zeiss LSM 510 META) utilizando-se uma objetiva de imersao em agua (63X, 1,2 AN)
acoplada ao microscopio Zeiss. As células foram excitadas com 488 nm e a intensidade
de emissdo da fluorescéncia acima de 515 nm foi coletada utilizando-se a modalidade
de decurso temporal. Em todos os experimentos, cada célula foi analisada
individualmente e utilizada como seu proprio controle (Kushmerick et al, 1999).

As células marcadas com fluo-4/AM foram inicialmente perfundidas com SSHT
até o estabelecimento de uma linha de base. Em seguida as células foram perfundidas
por 1 min com SSHT contendo 100 ng/mL de HGF por 7 minutos ou 5 nM de AVP por
2 minutos. As imagens foram analisadas e processadas utilizando os seguintes
softwares: LSM 510, Windows Excel, Prism 4.0, Image J 3.2, Sigma Plot 9.1 ¢ Adobe

Photoshop CS2.

3.8 Analise Estatistica

Todos os dados apresentados representam pelo menos trés experimentos independentes
e foram expressos pela média + erro padrao da média (EPM). A analise estatistica foi
realizada com o Programa PRISM statistical software (GraphPad, San Diego, CA). Os
grupos de dados foram comparados usando one-way ANOVA. Valores de p<0.05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4. Resultados
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1. Expressdo e localizacdo das construcdes de parvalbumina e

calretinina.

Demonstrou-se anteriormente que a expressao da PV no nucleo ou citosol foi capaz de
atenuar tanto o aumento de Ca®" induzido por ATP quanto aquele induzido por EGF
nestes compartimentos subcelulares (Pusl et al. 2002). Anteriormente, foram descritas
construgdes de PV fundidas a GFP. Embora a GFP seja compativel com alguns
indicadores de Ca®’, ela pode interferir com o espectro dos indicadores de Ca"
(Bolsover et al. 2001). Desse modo as construgdes com PV foram otimizadas,
substituindo a GFP por DSR. Similarmente, CR foi fundida com a DSR e a sequéncias
de exclusdo nuclear (NES) ou sequéncias de localizagcdo nuclear (NLS) com o objetivo
de direciona-las tanto para o citosol quanto para o nticleo (Figura 5). A expressao da PV
e CR fusionadas com DSR foram confirmadas por expressdo transiente em células
SkHepl. Devido ao fato das construgdes de PV e CR terem sido fundidas ao epitopo
Myec, os niveis relativos de expressdo puderam ser comparados. As construgdes CR-
NLS-DSR, CR-NES-DSR, PV-NLS-DSR ou PV-NES-DSR quando transientemente
expressas, em células SkHepl, apresentaram seus corretos pesos moleculares (Figura
5B). CR-NLS-DSR e PV-NLS-DSR foram expressos na mesma extensdo (Figura 5B).
CR-NES-DSR e PV-NES-DSR foram semelhantemente expressos quando comparados
com as construgdes de PV e CR, fundidas as sequéncias de localiza¢do nuclear (Figura
5B).

Para confirmar a localizagao subcelular das construgdes de PV e CR fundidas ao
DSR, células SkHepl foram transientemente transfectadas com as constru¢des CR-
NES-DSR e CR-NLS-DSR. Como esperado, o vetor controle que expressa somente

DSR foi expresso tanto no nucleo quanto no citosol (Figura 6A). Marcagdo nuclear com
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TO-PRO-3 confirmou que a constru¢do CR-NES-DSR foi excluida do nucleo, quando
expressado em células SkHepl (Figura 6B). Em contraste, CR-NLS-DSR foi
direcionada somente para o nucleo (Figura 6C). Similarmente, PV-NES-DSR também
se localizou no citosol, mas nao no ntcleo. Enquanto, a constru¢do PV-NLS-DSR se

localizou no nucleo, mas nao no citosol (Figuras 7A e 7B).
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Figura 5: Representacdo esquematica e expressdo da parvalbumina e calretinina
fusionadas com DSR. (A) Representagdo esquematica da PV e CR ligadas ao epitopo
myc e DSR. NLS representa a sequéncia de localizacdo nuclear e NES representa a
sequéncia de exclusdo nuclear. (B) Expressdo das constru¢des de PV e CR em células
SkHepl foram detectadas usando anticorpos anti-myc. O painel inferior representa o
imunoblot anti-actina, usado como controle para normalizar a relativa expressdao dos
niveis de PV e CR. Dados representativos de trés experimentos.
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DSR
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(R-NES-DSR

CR-NLS-DSR

Figura 6. Localizacdo subcelular das construgfes de calretinina. Células SkHepl
foram transientemente transfectadas tanto com os vetores de expressao (A) controle
DSR, (B) CR-NES-DSR ou (C) CR-NLS-DSR. As células foram entdo examinadas por
microscopia confocal. As proteinas calretina fundidas a DSR ligadas tanto a NLS
quanto a NES localizam-se no nucleo ou citosol, respectivamente (vermelho).
Localizagdo nuclear foi confirmada com o marcador nuclear especifico TO-PRO-3
(Azul). Imagem representativa de quatro experimentos. Barra = 10 pm
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PV-NES-DSR

DsRed

PV-NLS-DSR

Figura 7. Localizacdo subcelular das construcdes de parvalbumina. Células SkHep1
foram transientemente transfectadas tanto com os vetores de expressdo (A) PV-NES-
DSR ou (B) PV-NLS-DSR como indicadas e entdo examinadas por microscopia
confocal. As proteinas PV fundidas ao DSR ligadas a NLS ou NES localizam-se no
nucleo ou citosol, respectivamente (vermelho). Localiza¢do nuclear foi confirmada com
o marcador nuclear especifico TO-PRO-3 (Azul). Imagem representativa de quatro
experimentos. Barra = 10 um
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2. Atenuacao dos transientes de Ca®* pela expressdo das construcdes de

calretinina e parvalbumina.

Foi determinado se o rapido aumento de Ca®" induzido por adenosina trifosfato
(ATP) pode ser atenuado pela expressao de CR. Expressao transiente da CR-NLS-DSR
em células SkHep! ndo afetou o aumento de Ca®" induzido no citosol (Figura 8A e B).
Por outro lado, a construgdo CR-NLS-DSR atenuou o aumento de Ca*" no niicleo apés
estimulacdo por ATP, quando comparado com células ndo transfectadas (Figura 8A e
B). O aumento de Ca*" induzido por ATP foi reduzido pela expressdo de CR-NLS-DSR
de 426% para 253% no nucleo, quando comparado com o controle (Figura 8E). A
expressdo de CR-NLS-DSR nao mostrou diferenca significativa na fluorescéncia do
fluo-4/AM no citosol (Figura 8E), demonstrando que o Ca®" citosélico ndo ¢ afetado
pela expressdao de CR no nucleo. Em contraste, a construgdo CR-NES-DSR néo alterou
o aumento de Ca’" no nicleo apds estimulagio por ATP (Figura 8C e D), quando
comparado com células SkHepl ndo transfectadas (Figuras 8C e D). Por outro lado,
CR-NES-DSR suprimiu o aumento de Ca>" induzido por ATP somente no citosol de
273% para 182% comparado com os niveis do controle (Figura 8C, D e F). Estes
resultados mostram que o aumento de Ca’" induzido por ATP ¢é proveniente
principalmente do citosol.

Como a CR, a expressdo da PV tampona Ca’" dependendo da localizacio
subcelular. Quando comparado com aumentos de Ca”" induzidos por ATP no citosol de
células SkHep1 nao transfectadas (Figura 9A), a expressao de PV-NLS-DSR nao afetou
o aumento de Ca’" no citosol (Figura 9B). Entretanto, PV-NLS-DSR (Figura 9B)
suprimiu o aumento de fluorescéncia no nucleo de células SkHepl estimuladas com

ATP, quando comparadas com o controle (Figura 9A). A constru¢do PV-NLS-DSR
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inibiu significantemente o aumento do Ca’" niicleoplasmatico induzido por ATP de
625% para 422% (Figura 9E). Como observado previamente, PV-NES-DSR nao afetou
o aumento de Ca’" nuclear induzido por ATP quando comparado com células ndo
transfectadas (Figura 9C e D). Por outro lado, o aumento de Ca”" induzido por ATP foi
diminuido significantemente pela expressdo da construcdo PV-NES-DSR de 366% para
193% (Figura 9F).

Estudos anteriores usando a sonda fura-2 indicaram que a expressao da PV nao
altera a concentracio basal de Ca®” no citosol e no nucleo (Pusl et al. 2002). Neste
estudo foi também demonstrado que a fluorescéncia do fluo-4/AM nao ¢ alterada pela
expressdao da PV ou CR (Tabela 1). Para examinar os efeitos da CR e PV na cinética dos
sinais de Ca®’, examinamos a taxa de aumento dos sinais de Ca®’" em células
estimuladas com ATP. Em células controle, ndo transfectadas, o Ca>" aumentou de 20%
para 80% e atingiu o pico maximo de resposta em 5.1 £ 0.4 segundos no citosol (n=30),
semelhante ao que foi observado previamente em células epiteliais e neurdnios (Leite et
al. 2002; Jacob et al. 2005). Desse modo o pico maximo de resposta foi semelhante ao
do nucleo, 5.2 +£0.3 segundos. No citosol a taxa de aumento da fluorescéncia foi de 26.7
+ 3.1 unidades de fluorescéncia/segundos e de 60.6 + 7.7 unidades/segundo no nucleo,
provavelmente refletindo as maiores mundangas de fluorescéncia observadas no nucleo
(Thomas et al. 2000). Para explorar esta diferenca, normalizamos a taxa de aumento do
Ca’" no nucleo ou citosol das células transfectadas e das células ndo tranfectadas
(Tabela 2). A taxa de aumento do Ca®" foi significantemente diminuida no nicleo, mas
nao no citosol de células transfectadas com as constru¢des PV-NLS e CR-NLS. Estes
achados demonstram que a PV e CR tamponam a resposta de Ca*" no citosol e no
nucleo. Esta observagio reflete o fato de que os sinais de Ca®" nucleoplasmaticos

induzidos pela estimulagio por ATP sio resultantes em parte, da difusio do Ca®*"
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citosdlico através dos poros nucleares para o ntcleoplasma (Fox et al. 1997). E
importante ressaltar que as construcdes com NES foram mais eficazes em atenuar o
Ca”" citoplasmatico do que o nucleoplasmatico. Estes dados demosntram que a PV ¢ a
CR direcionadas tanto para o nucleo quanto para o citosol sdo efetivas no

N .
tamponamento do aumento de Ca®" desses compartimentos subcelulares.
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Figura 8. Supressdo dos sinais de Ca** em células SkHepl por expressdo de CR.
Células SkHep1 expressando CR foram marcadas com a sonda fluorescente para Ca®’,
fluo-4/AM, e subsequentemente estimuladas com 10 uM de ATP. As células foram
monitoradas em experimentos de decurso temporal através de microscopia confocal. (A)
Cé¢lulas nao transfectadas e (B) transfectadas com CR-NLS-DSR. (C) Células nao
transfectadas e (D) transfectadas com CR-NES-DSR. (E) Resumo dos dados obtidos em
células isoladas mostrados em (A) e (B). Os resultados mostram a percentagem de
aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM induzido por ATP, em relacdo a linha de base,
e sao representativos de no minimo seis células nao tranfectadas e tranfectadas com a
constru¢do CR-NLS-DSR. (F) Resumo dos dados obtidos em células isoladas mostrados
em (C) e (D). Os resultados mostram a percentagem de aumento da fluorescéncia do
fluo-4/AM induzido por ATP, em relacdo a linha de base, e sdo representativos da
percentagem de no minimo nove células ndo transfectadas e transfectadas com as
constru¢cdo CR-NES-DSR. O asterisco representa p<0.05.
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Tabela 1. Fluorescéncia da linha de base néo é alterada em células expressando as

proteinas quelantes de Ca*".

Transfectada Nao transfectada

Nucleo Citoplasma Nacleo Citoplasma

PV-INLS-DSR 177 22+6 14+2 24%3
PVINES-DSR 12+2 215 19+5 214
CR-NLS-DSR 20x6 19+7 17+3 214
CR-NES-DSR 14+3 19+4 20+3 25%3

Os valores sdo representativos da média + EPM de no minimo seis células de cada
grupo. Nenhum dos valores do nucleo ou citoplasma de células transfectadas difere
significantemente daqueles obtidos em células ndo transfectadas.
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Figura 9. Supressdo dos sinais de Ca?* em células SkHepl por expressdo de
parvalbumina. Células SkHepl expressando PV foram marcadas com a sonda
fluorescente para Ca”’, fluo-4/AM, e subsequentemente estimuladas com 10 pM de
ATP. As células foram monitoradas em experimentos de decurso temporal através de
microscopia confocal. (A) Células ndo transfectadas e (B) transfectadas com PV-NLS-
DSR. (C) Cé¢lulas nao transfectadas e (D) transfectadas com PV-NES-DSR. (E) Resumo
dos dados obtidos em células isoladas mostrados em (A) e (B). Os resultados mostram a
percentagem de aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM induzido por ATP, em relacdo
a linha de base, e sdo representativos de no minimo quatro células ndo transfectadas e
transfectadas com a construgdo PV-NLS-DSR. (F) Resumo dos dados obtidos em
células isoladas mostrados em (C) e (D). Os resultados mostram a percentagem de
aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM induzido por ATP, em relacdo a linha de base,
e sdo representativos de no minimo sete células nao transfectadas e transfectadas com a
construcdo PV-NES-DSR. O asterisco representa p<0.05.
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Tabela 2. Efeito da parvalbumina e calretinina na sinalizacdo do Ca?*

Transfectada/nao transfectada

Construgoes Nucleo Citoplasma
PV-NLS-DSR 0.60 +0.11* 1.14 £ 0.29
PV-NES-DSR 0.65 +0.14* 0.48 +0.11%
CR-NLS-DSR 0.40 £ 0.13* 0.66 = 0.20
CR-NES-DSR 0.48 + 0.10* 0.33 £+ 0.07*

A taxa de aumento (unidades de fluorescéncia/segundo) dos sinais de Ca®" foi
normalizada pelas taxas observadas em células controles, ndo transfectadas, presentes
no mesmo campo de visdo das células transfectadas. Os valores sdo representativos da
média = EPM de no minimo seis células de cada grupo. O asterisco representa p<0.05.
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3. Localizagdo subcelular das construgdes de adenovirus de

parvalbumina-DSR.

Para maximizar a taxa de expressdo transferimos as constru¢des de PV para um sistema
de expressdo adenoviral. Inicialmente testamos diferentes titulos virais para determinar
a concentracdo que induz a maior taxa de infeccdo com a menor toxicidade. Desse
modo na concentracao de 200 MOI, 90% das células foram infectadas e nenhum efeito
toxico foi observado. Assim, este titulo viral foi utilizado em todos os experimentos
subsequentes. Como podemos observar na figura 10, as constru¢des apresentam a
distribuig¢@o celular esperada. A construcdo ad-PV-NLS-DSR ¢ expressa unicamente no
nicleo e a construgdo ad-PV-NES-DSR ¢ expressa somente no citosol das células
SkHepl. Usamos a constru¢do ad-DSR como controle e como esperado o ad-DSR foi

expresso tanto no nucleo quanto no citosol.

ad-PV-NLS-DsRed |ad-PV-NES-DsRed

Figura 10 Localizacao subcelular das construc6es de adenovirus de parvalbumina-
DSR. Células SkHepl foram infectadas com 200 MOI por 48 horas com vetores
adenovirais para ad-PV-NLS-DSR, ad-PV NES-DSR ou com o vetor controle ad-DSR.
As construgdes apresentam a distribuicdo celular esperada. Ad-PV-NLS-DSR ¢
expresso unicamente no nucleo, ad-PV-NES-DSR somente no citosol e o ad-DSR ¢
expresso tanto no nicleo como no citosol. Imagem representativa de seis experimentos.
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4. HGF fosforila enddgeno c-met em células SkHep1.

Como discutido anteriormente, escolhemos o HGF para estimulagdao de SkHepl, pois
ele ativa a maquinaria responsavel em gerar Ca®" nuclear. Inicialmente, testamos a
capacidade de HGF fosforilar o c-met endogeno em células SkHepl. A figura 11 mostra
que a fosforilagdo do c-met pelo HGF ¢ dependente da concentragdo. A concentragdo de
100 ng/mL de HGF induziu a fosforilagdo maxima do c-met e esta concentragdo foi

escolhida para realizar todos os demais experimentos.
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Figura 11. HGF fosforila c-met em células SkHepl. Células SkHepl foram
estimuladas com 1, 10, 50, 100 e 200 ng/mL de HGF por 2 minutos. O painel superior
representa western blot usando anticorpo anti c-met fosforilado e o painel inferior
representa a quantificacdo de quatro experimentos. Os dados foram normalizados em
relagdo ao controle, células ndo estimuladas com HGF. Os valores sdo representativos
da média + EPM.
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5. Ad-PV-NES bloqueia a fosforilacédo de Erk 1.

Foi observado que fatores de crescimento induzem aumentos de Ca*" que contribuem
para a ativagdo de MAPKs (Pusl et al. 2002). Para estudarmos a funcdo do Ca®"
citosolico e nuclear na ativagdo de MAPKs utilizamos as constru¢des de PV entregues
por adenovirus. Testamos inicialmente a fosforilagdo da MAPK Erk 1 e 2 induzida por
HGEF. Lisados de células SkHepl estimuladas com 100 ng/mL de HGF por 2, 4, 8, 16,
32 e 64 minutos foram submetidos a westerns utilizando anticorpos anti Erk 1 e 2
fosforilado e anti Erk 1, como controle. Como observado na Figura 12A, HGF induz
uma rapida fosforilagdo da Erk 1 e ndo foi observado fosforilacdo significativa de Erk 2.
Apods 16 min ocorreu a fosforilagdo maxima induzida pelo HGF (Figura 12B). Para
investigar o efeito do Ca® nuclear e citosolico na fosforilagdo de Erk 1, estimulou-se as
células SkHepl durante 8 minutos com 100 ng/ml de HGF (apods as células serem
infectadas com as construcdes ad-DSR, ad-PV-NES, ad-PV-NLS, ad-PV-NLS-CD por
48 horas). As amostras nao infectadas e ndo estimuladas com HGF foram chamadas de
C- (controle negativo) e as amostras nao infectadas e estimuladas com 100 ng/mL de
HGF foram nomeadas de C+ (controle positivo). A constru¢ao ad-PV-NES reduziu a
fosforilacdo de Erk 1 em 90.1 +11% (P<0.05) (Figura 13A e B). As construcdes ad-PV-
NLS e ad-PV-NLS-CD reduziram a fosforilagdo de Erk 1 de 33.7 £8.3% para 18.5
+8.4% (p>0.05), respectivamente (Figura 13A e B). Os resultados obtidos mostram que
a diminuicdo dos niveis de Ca" citosolico pela construcio ad-PV-NES causou bloqueio
quase que total da fosforilagio de Erk 1. Por outro lado, a reducio dos niveis de Ca** do

nucleo levou a redugdo parcial da fosforilagao de Erk 1.
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Figura 12. HGF fosforila Erk 1. (A) Western blots foram realizados utilizando
anticorpos anti Erk 1/2 fosforilado (painel superior) e anti Erk 1 (painel inferior) em
células SkHep1 estimuladas com 100 ng/ml de HGF por 2, 4, 8, 16, 32 ¢ 64 minutos. A
membrana do painel superior foi reincubada com o anticorpo anti Erk 1, apos ser tratada
para a remog¢ao do anticorpo anti Erk 1/2 fosforilado (B) Os resultados mostrados no
painel A foram quantificados por densitometria e os valores obtidos normalizados em
relagdo ao controle, células ndo estimuladas com HGF, e dividido por Erk 1 total. Dados
representativos de quatro experimentos.
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Figura 13. Ad-PV-NES bloqueia a fosforilacdo de Erk 1 induzida por HGF. (A)
Western blots foram realizados utilizando anticorpos anti Erk 1/2 fosforilado (painel
superior) e anti Erk 1 (painel inferior). Células SkHepl, infectadas com as construgdes
ad-DSR, ad-PV-NES, ad-PV-NLS e PV-NLS-CD foram estimuladas com 100 ng/ml de
HGF por 8 minutos. As amostras nao infectadas e nao estimuladas com HGF foram
chamadas de C- e as amostras ndo infectadas e estimuladas com 100 ng/mL de HGF
foram nomeadas de C+. (B) Os resultados mostrados no painel A foram quantificados
por densitometria e os valores obtidos foram normalizados em relacdo ao controle,
células nao estimuladas com HGF, e divididos por Erk 1 total. Os valores sao
representativos da média + EPM de trés experimentos indepedentes.
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6. PV-NES bloqueia a expressao de p38

Apos investigar a funcdo do Ca’" citosélico e nuclear na fosforilagio de Erk 1
investigamos a MAPK p38. Para este experimento, as células SkHepl foram infectadas
com as construgdes ad-DSR, ad-PV-NES, ad-PV-NLS, ad-PV-NLS-CD por 48 horas e
estimuladas com HGF por 8 minutos. Os lisados foram submetidos a westerns
utilizando anticorpos anti p38 e anti actina, como controle. As amostras nao infectadas e
nao estimuladas com HGF foram chamadas de C- (controle negativo) e as amostras nao
infectadas e estimuladas com 100 ng/mL de HGF foram nomeadas de C+ (controle
positivo). Com o procedimento acima a constru¢cdo ad-PV-NES bloqueou por completo
a expressao de p38 (Figura 14A e B). Observamos tambem que as constru¢des ad-PV-
NLS e ad-PV-NLS-CD reduziram a expressdao de p38 em 30.1 +6.4% e 19.3 £3.1%,
respectivamente (Figura 14A e B). Estes resultados mostram que diminui¢dao dos niveis

de Ca*" citosélico pela construgdo ad-PV-NES bloqueia a expressio de p38.
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Figura 14. Ad-PV-NES bloqueia a expressdo de p38. (A) Western blots foram
realizados utilizando anticorpos anti p38 (painel superior) e anti actina (painel inferior).
Cé¢lulas SkHepl, infectadas com as construgdes ad-DSR, ad-PV-NES, ad-PV-NLS e
PV-NLS-CD foram estimuladas com 100 ng/ml de HGF por 8 minutos. As amostras
ndo infectadas e ndo estimuladas com HGF foram chamadas de C-. A amostra ndo
infectadas e estimuladas com 100 ng/mL de HGF foram nomeadas de C+. (B) Os
resultados mostrados no painel A foram quantificados por densitometria ¢ os valores
obtidos foram normalizados em relagdao ao controle, células ndo estimuladas com HGF,
e divididas pela actina. Os valores sdo representativos da média = EPM de quatro
experimentos.
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7. PV-NLS diminui a fosforilagdo de CDK1

A ativagao da CDK1 ¢ importante para a transicdo da fase G2 do ciclo celular para a
mitose (Kramer et al. 2004; Nagy et al. 2000). Assim, estudamos o efeito do Ca*"
citosolico e nuclear na fosforilagdo da CDKI1. Para isto, células SkHepl foram
infectadas com as constru¢des ad-DSR, ad-PV-NES, ad-PV-NLS, ad-PV-NLS-CD
durante 48 horas. Os lisados foram submetidos a westerns utilizando anticorpos anti
CDKI1 fosforilado e anti CDKI1 total, como controle. O grupo controle representa as
amostras nao infectadas. Verificamos que a constru¢do ad-PV-NES bloqueou a
fosforilacdo de CDKI1 em 15 +5% (Figura 15A e B). As construcdes ad-PV-NLS e ad-
PV-NLS-CD reduziram a fosforilacio de CDK1 em 92 +4% e 68 +6% (p<0.05),
respectivamente (Figura 15A e B). Estes resultados mostram que a diminui¢ao dos
niveis de Ca’" nuclear pela constru¢do ad-PV-NLS reduz a fosforilagdo da CDKI,
sugerindo que o Ca’" nuclear pode ter uma fungdo importante na regulacdo do ciclo
celular. Experimentos em colaboracdo com a estudante Michele Angela Rodrigues
(Yale University) mostram como o Ca®" nuclear estd envolvido na regulacdo do ciclo

celular (dados ainda nao publicados).
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Figura 15. Ad-PV-NLS bloqueia a fosforilacdo de CDK1. (A) Western blots foram
realizados utilizando anticorpos anti CDK1 fosforilado (painel superior) e anti CDK1
total (painel inferior). Células SkHepl foram infectadas com as construgdes ad-DSR,
ad-PV-NES, ad-PV-NLS e PV-NLS-CD. As amostras nido infectadas foram chamadas
de Controle. (B) Os resultados mostrados no painel A foram quantificados por
densitometria ¢ os valores obtidos foram normalizados em relagdo ao controle, células
ndo infectadas, e divididos pelos niveis de CDKI1 total. Os valores sdo representativos
da média = EPM de trés experimentos indepedentes. O asterisco representa p<0.05.
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8. O receptor de HGF (c-met) transloca-se para o nucleo de células

SkHepl.

Apbs investigarmos algumas proteinas que podem ser reguladas pelo Ca*" nuclear e
citosolico, estudamos as vias intracelulares que levam & geragdo de Ca®” nuclear.
Inicialmente, investigamos se c-met ¢ capaz de translocar para o nicleo. Nossa hipotese
¢ que c-met possa ativar PLCy nuclear. Para testar esta hipotese primeiramente
realizamos westerns das fragdes citosélicas e nucleares de células SkHepl estimuladas
por tempos crescentes com 100 ng/mL de HGF. Na figura 16A, c-met somente foi
observado no citosol de células SkHepl nd3o estimuladas. Em contraste, apos
estimulacdo com 100 ng/mL de HGF c-met pode ser encontrado em fragdes nucleares
mesmo ap6s 1 minuto de estimulagdo (Figura 16A, B ¢ C). O pico maximo de
translocagdo e fosforilacdo acontece apos 4 minutos de estimulagdo com HGF (Figura
16B e C). Anticorpos anti Na'/K" ATPase e Lamina B foram usados como controles das
fragdes citosolicas e nucleares, respectivamente (Figura 16A). Para comprovar a
translocacdo de c-met para o nticleo também realizamos imunofluorescéncia de células
SkHepl antes e apds 4 minutos de estimulagdo com 100 ng/mL de HGF (Figura 17A e
B). Apds 4 minutos de estimulacdo observamos c-met no ntcleo de celulas SkHepl
(Figura 17B). Em conjunto estes resultados mostram que c-met transloca-se para o

nucleo de células SkHepl.
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Figura 16. Tratamento com HGF induz translocacdo de c-met para o nucleo de
células SkHepl. (A) Analises de western blot para c-met, c-met fosforilado, Na'/K"
ATPase (controle citosolico) ¢ anti-lamina B (controle nuclear) de fragdes citosolicas
(Cit.) e de nucleos isolados (Nuc.) de células SkHepl estimuladas por periodos
crescentes de tempo com 100 ng/mL de HGF. (B) Os dados obtidos para c-met foram
analisados por densitometria e normalizados em relacdo as fragdes citosolicas de células
ndo estimuladas. (C) Os dados obtidos utilizando anticorpo anti c-met fosforilado foram
analisados por densitometria e normalizados em relacdo as fragdes citosolicas de células
ndo estimuladas. Os blots sdo representativos de quatro experimentos independentes.
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A_

Figura 17. Receptor c-met transloca para o nucleo de células SkHepl.
Reconstrugdes tridimensionais de imunofluorescéncias realizadas em células SkHepl
utilizando anticorpo anti c-met conjugado com alexa 488 (em verde) e Hoechst (em
azul), indicando o nucleo. As reconstrugdes tridimensionais foram realizadas no
software LSM 510 (Zeiss) e microscopia de dois fotons foi utilizada para excitar
Hoechst a 380 nm. O painel A representa células SkHepl ndo estimuladas e o painel B
células estimuladas com 100 ng/mL de HGF por 4 minutos. As interse¢des entre as
linhas verdes e vermelhas representam o interior dos nucleos de células SkHepl.
Imagens representativas de trés experimentos independentes.
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9. PLCy localiza-se no nucleo de células SkHep1.

Em seguida exploramos a possibilidade de que PLCy possa estar no nucleo de células
SkHepl. O dominio C terminal da subunidade B do c-met contém dois sitios de ligacao
a tirosina que sob autofosforilacdo liga-se a multiplas proteinas que contém dominios
SH2 (Gual et al. 2000). A PLCy ¢ uma das proteinas que contém o dominio SH2 e tanto
a interacdo entre PLCy quanto sua fosforilacdo por c-met ja foram relatados (Gual et al.
2000; Ponzetto et al. 1994; Okano et al. 1993). Como demostrado, c-met transloca-se
para o nucleo de células SkHepl e a ativagao de PLCy presente no ntcleo por c-met
pode ser uma nova via de geracdo de InsP; nuclear. Para testarmos estd hipotese
realizamos analises de western blots para PLCy, Na'/K™ ATPase (controle citosélico),
anti-lamina B (controle nuclear) de fragdes citosolicas (Cit.) e de nucleos isolados
(Nuc.) de células SkHepl. A figura 18 A mostra que PLCy esta presente no citosol e no
nucleo de células SkHepl. Para comprovar a presenga de PLCy no ntcleo destas células
realizamos imunofluorescéncias utilizando anticorpo anti PLCy conjugado com alexa
488 (em verde) e Topro-3 (em azul) indicando o nuacleo (Figura 18B). A
imunofluorescéncia comprova que PLCy esta no nucleo de células SkHepl, como
indicado pelas setas. Desse modo c-met transloca-se para o nucleo sugerindo, portanto
uma nova via de ativagio de Ca’" nuclear. Em seguida exploramos a possibilidade de
HGF gerar InsP; nuclear. Para estudarmos esta via intracelular, construgdes que podem

quelar InsP5 tanto no citosol quanto no ntcleo foram utilizadas.
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Figura 18. PLCy localiza-se no nucleo de celulas SkHepl. (A) Analises de western
blot para PLCy, Na'/K" ATPase (controle citosélico), anti-lamina B (controle nuclear)
de fracdes citosolicas (Cit.) e de nucleos isolados (Nuc.) de células SkHepl ndo
estimuladas. (B) Imunofluorescéncia realizada em células SkHepl1 utilizando anticorpo
anti PLCy conjugado com alexa 488 (em verde) e Topro-3 (em azul) indicando o
nucleo. Setas indicam a presenga de PLCy no nucleo. Fatias opticas de 0.5 micrometros
foram realizadas tanto para PLCy quanto para o Topro-3. Imagem representativa de
quatro experimentos.
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10. Localizagao das construcdes de InsP; Sponge.

Foi demostrado que HGF aumenta Ca®" primeiro no nucleo de células SkHepl e que
caged InsP; quando liberado dentro do nucleo de células induz a liberagio de Ca*" pelo
reticulo nucleoplasmatico (Echevarria et al. 2003). Porém, as vias que levam a geracao
de InsP; dentro do ntcleo ainda sdo matéria de expeculagdo. Para estudarmos esta
questdo foram geradas construgdes que podem quelar InsP; tanto no ntcleo quanto no
citosol. Foi demostrado que o sitio de ligacao ao InsP; do receptor de InsP;R (residuos
224-605) foi efetivo em atenuar os sinais de Ca’" citosolicos induzidos por ATP em
células HEK 293 e COS-7 (Varnai et al. 2002; Uchiyama et al. 2002). A construg¢ao
InsP3R24.605 fundida a proteina fluorescentes vermelha monomerica (mRFP) foi
gentilmente fornecida pelo Dr. Tamas Balla (Varnai et al. 2002; Lin et al. 2005).
Similarmente ao que foi feito com as construcdes de PV e CR, mRFP-InsP3R224.605 foi
fundida a sequéncias de exclusdao nuclear (NES) ou sequéncias de localizacdo nuclear
(NLS) no contexto de direciona-las tanto para o citosol quanto para o nucleo,
respectivamente. A construcdo mRFP-InsP3R2y4.605 fusionadas a NES ou NLS foram

denominadas InsP; Sponge NES e InsP; Sponge NLS, consecutivamente (Figura 19).

mRFP ////////,/n/s/{//{/{{/{{/{/////’
NES mRFP W
T//////'/"/s/{//{/{{/{/g/{///% 3x NLS

Figura 19: Representacdo esquematica das construcdes de InsP3; Sponge fusionadas
a mMRFP. NLS representa a sequéncia de localizagdo nuclear ¢ NES representa a
sequéncia de exclusdo nuclear.
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Figura 20. Localizacdo subcelular das construcbes de InsP; Sponge. Células
SkHepl foram transientemente transfectadas tanto com os vetores de expressdao (A)
controle mRFP, (B) InsP; Sponge-NES ou (C) InsP; Sponge-NLS conforme indicado e
entdo examinadas por microscopia confocal. Os InsP; Sponges fundidos a mRFP e
ligados a NLS ou NES localizam-se no ntcleo ou citosol, respectivamente (vermelho).
A localizacao nuclear foi confirmada com o marcador nuclear especifico Hoescht
(Azul). Imagem representativa de 4 experimentos.
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11. InsP; Sponge NLS suprime aumentos de Ca** induzidos por HGF

Estudamos se aumento de Ca”" induzido por arginina vasopressina (AVP) ou HGF pode
ser suprimido pela expressao de InsP; Sponge. Estes experimentos foram realizados
para demostrar se o aumento de Ca’" induzido por HGF se deve a formacio de InsP;
nuclear. Observamos que a expressao transiente da InsP; Sponge NLS em células
SkHep1 néo afetou significativamente o aumento de Ca>" induzido no citosol ou niicleo
ap6s estimulacdo com 5 nM de AVP (Figura 21A, B). Comparando com o controle,
InsP; Sponge NLS reduziu o aumento de Ca*" induzido por AVP de 402 +33% para 373
+31% (p>0.05) no citosol (Figura 21E) e de 525 +26% para 426 +44% (p>0.05) no
nucleo (Figura 21F). Em contraste, InsP; Sponge NES suprimiu o aumento de Ca’"
induzido por AVP no citosol e nucleo (Figura 21C e D). As quantifigdes destes dados
demonstraram que InsP; Sponge NES reduz significantivamente o aumento da
fluorescéncia do fluo-4/AM no citosol de 386 £52% para 134 £16% (p<0.05) e no
nucleo de 453 £77% para 125 £20% (p<0.05) comparado aos niveis do controle (Figura
21F). Estes resultados demonstram que o aumento de Ca’" induzido por AVP é
primariamente gerado no citosol, pois a expressao de InsP; Sponge NES bloqueia a
resposta induzida por AVP tanto no citosol quanto no nicleo. A resposta de Ca’’
induzida por AVP observada por expressdao de InsP; Sponge NLS ¢ um indicativo de
que o Ca”" observado no nucleo é devido a difusdo do Ca®" citosolico.

Por outro lado, estimulando as células SkHepl com 100 ng/mL de HGF, a
expressdo de InsP; Sponge NES nio afetou o aumento de Ca”" no citosol e no nucleo
(Figura 22C e D). Quantificagdes destes resultados demonstraram que InsP; Sponge
NES reduziu o aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM induzido por HGF de 252 £22%

para 248 £3% (p>0.05) no nucleo (Figura 22E), porém aumentou de 227 +11% para 253
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+33% (p>0.05) no nucleo (Figura 22F), quando comparado ao controle. Em constraste,
a expressdo de InsP; Sponge NLS suprimiu o aumento de Ca** induzido por HGF no
nucleo e citosol (Figura 22B), quando comparado com células SkHepl nao
transfectadas (Figura 22A). O aumento em Ca”" nticleoplasmatico induzido por HGF foi
significativamente reduzido de 230 + 18% para 115 £15% (p<0.05) em células SkHepl
expressando InsP; Sponge NLS (Figura 22E). A constru¢io InsP; Sponge NLS reduziu
o aumento de Ca’" induzido por HGF no citosol de 248 + 26% para 108 + 8%,
comparado com células ndo transfectadas. Estes resultados demonstram que o aumento
de Ca®" induzido por HGF em contraste com os resultados obtidos pelo AVP sio
principalmente gerados no nucleo, pois a expressao de InsP; Sponge NLS bloqueou a
resposta induzida por HGF tanto no nucleo quanto no citosol. A resposta de Ca"
induzida por HGF observada por expressdo de InsP; Sponge NES ¢ um indicativo de
que o Ca®" observado no citosol é devido & difusdo do Ca*" nuclear. Em conjunto, estes
resultados sugerem que alguns agonistas como AVP podem gerar Ca’™ no citosol,

enquanto outros como HGF podem gerar Ca*" principalmente no nucleo.
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Figura 21. InsP; Sponge NES suprime aumento de Ca?* induzido por AVP. Células
SkHep1 expressando InsP; Sponge foram marcadas com a sonda fluorescente para Ca™",
fluo-4/AM, e subsequentemente estimuladas com 5 nM de AVP. As células foram
monitoradas através de experimentos de decurso temporal por microscopia confocal.
(A) Células nao transfectadas e (B) transfectadas com InsP; Sponge NLS. (C) Células
ndo transfectadas e (D) transfectadas com InsP; Sponge NES. (E) Resumo dos dados de
células isoladas representadas em (A) e (B). Os resultados mostram a percentagem de
aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM induzido por AVP, em relagdo a linha de base,
e sdo representativos de no minimo 6 células ndo transfectadas e transfectadas com
InsP; Sponge NLS. (F) Resumo dos dados obtidos em células isoladas representadas em
(C) e (D). Os resultados mostram a percentagem de aumento da fluorescéncia do fluo-
4/AM induzido por AVP, em relagdo a linha de base, e sdo representativos de no
minimo 6 células ndo transfectadas e transfectadas com InsP; Sponge NES. O asterisco
representa p<0.05.
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Figura 22. InsP3; Sponge NLS suprime aumento de Ca?* induzido por HGF. Células
SkHep1 expressando InsP; Sponge foram marcadas com a sonda fluorescente para Ca®",
fluo-4/AM, e subsequentemente estimuladas com 100 ng/mL de HGF. As células foram
monitoradas através de experimentos de decurso temporal por microscopia confocal.
(A) Células ndo transfectadas e (B) transfectadas com InsP; Sponge NLS. (C) Células
ndo transfectadas e (D) transfectadas com InsP; Sponge NES. (E) Resumo dos dados de
células isoladas mostradas em (A) e (B). Os resultados mostram a percentagem de
aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM induzido por HFG, em relagdo a linha de base,
e sao representativos de no minimo 7 células ndo transfectadas e transfectadas com com
InsP; Sponge NLS. (F) Resumo dos dados de células isoladas mostradas em (C) e (D).
Os resultados mostram a percentagem de aumento da fluorescéncia do fluo-4/AM
induzido por HGF, em relacdo a linha de base, e sdo representativos de no minimo 8§
células nao transfectadas e transfectadas com InsP; Sponge NES. O asterisco representa
p<0.05.
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5. Discussao e Conclusoes
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O Ca®" citosélico ¢ um sinal altamente versatil e que pode regular muitos
processos celulares (Berridge et al. 2003). Os sinais de Ca®" também podem ser gerados
em diversos compartimentos celulares incluindo o nucleoplasma (Gerasimenko et al.
1995; Echevarria et al. 2003; Leite et al. 2003). Resultados experimentais fornecem
evidéncias funcionais de que InsP; pode liberar Ca** através de InsPsRs presente no
reticulo endoplasmatico. Apesar das inimeras publicagdes nesta area os mecanismos
que levam a sinaliza¢ido de Ca’" nuclear ainda continuam controversos.

A maioria dos experimentos descritos para explorar a sinalizagdo de Ca*"
nuclear foram realizados com indicadores fluorescentes adicionados em células
permermeabilizadas ou injetados diretamente em nucleos isolados (Carafoli et al. 1997).
Como alternativa para estas metodologias, demonstramos inicialmente que a expressao
de PV no nucleo ou citosol reduzia nestes compartimentos subcelulares, o aumento de
Ca”" induzido por agonistas (Pusl et al. 2002; Thompson et al. 2003). Os resultados
apresentados aqui, extendem estas nossas observagdes anteriores mostrando que a CR,
proteina que se liga ao Ca", pode também ser direcionada seletivamente para o niicleo
ou citosol e subsequentemente atenuar a sinalizagio de Ca®" especificamente nestes
compartimentos subcelulares. Estes achados demonstram a generalidade da expressao
das proteinas que se ligam ao Ca®" como ferramentas para seletivamente tamponar a
sinalizaco de Ca*" em compartimentos subcelulares.

A CR apresenta propriedades de ligagdo ao Ca®" que sdo distintas daquelas da
PV. Desse modo, a CR apresenta cinco dominios de ligagdo ao Ca>" funcionais
enquanto a PV contém dois (Schwaller et al. 2002). Além disso, CR nio se liga a Mg*"
(Schwaller et al. 2002). Estas propriedades tnicas de ligagdo ao Ca*" provavelmente
tornam a CR um supressor mais potente da sinalizacio de Ca®" quando comparada a

PV. Porém, quando PV e CR foram expressas em niveis comparavéis em cé¢lulas
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SkHep1 observamos que, quando expressas no nucleo, a PV e a CR foram similarmente
efetivas na supressio dos aumentos de Ca’" induzidos por ATP. Resultados
semelhantess foram obtidos quando a PV e CR foram direcionadas para o citoplasma.
Nossos resultados foram similares aos obtidos em oocitos de Xenopus, onde foi
demonstrado que a PV comporta-se de maneira semelhante a CR (Dargan et al. 2004).

O aprimoramento das construgdes testadas neste trabalho, em relagdo aquelas
previamente publicadas pelo nosso grupo, reflete-se no fato de que as proteinas foram
fusionadas ao DSR ao invés de GFP. A utiliza¢do dessa estratégia tem a vantagem de
evitar possiveis incompatibilidades com o espectro de emissao e excitagdo da GFP com
indicadores de Ca®", tais como fura-2 e fluo-4/AM (Bolsover et al. 2001). Desse modo
as construgodes utilizadas s3o mais compativeis com uma ampla gama de indicadores de
Ca”". Além disso, aprimoraramos as construc¢des de PV através da utilizacdo de infecgao
viral (adenovirus) ao invés de transfecgdes transientes. Adenovirus sdo largamente
usados e sendo virus de dupla fita de DNA podem aceitar fragmentos de até 7Kb. Desse
modo permite a produgdo de altos titulos virais atingindo altas taxas de infec¢do mesmo
em células que ndo estdo em divisdo. A expressdo € transiente como uma consequéncia
de raras integracdes no genoma do hospedeiro e integragdes extracromossomais. Uma
das grandes vantagens dos sistemas adenovirais € a possibilidade de infec¢ao de tecidos
em cultura ou de animais vivos. As desvantagens incluem respostas inflamatorias e
imunes do hospedeiro (revisado em Partridge and Oreffo 2004).

Apos a caracterizagdo das construgdes de PV e CR na cinética da sinalizagdo de
Ca”" em células SkHep1 estudamos vias intracelulares que poderiam ser afetadas pelas
construcdes de PV direcionadas para o nucleo ou citosol. Como demonstramos a
constru¢do PV-NES bloqueou a fosforilagdo de Erk 1 e a tradugdo de p38. Alguns

artigos descrevem que a via Ras-Erk pode ser modulada por proteinas que se ligam a
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calmodulina. Em células PC12 ou neur6nios ativagao prolongada da via Ras-Erk induz
parada do crescimento celular ligada a sobrevivéncia e diferenciacdo. Em contraste, em
outros tipos celulares tais como fibroblastos ou queratinocitos, uma ativagao prolongada
da via Ras-Erk leva a uma parada do ciclo celular ligado a senescéncia ou apoptose.
Nestas células, Ca*" e calmodulina tem nitido efeito inibitorio na ativacdo da via de Erk
(revisado em Agell et al. 2002). Por outro lado, como o Ca*" pode modular a transcrigéo
ou traducdo da p38 ainda é materia de especulacao.

Resultados do laboratério de Lucio Cocco sugerem que Erk fosforila PLCJ
nuclear (Cocco et al. 2002; Martelli et al. 2000; Martelli et al. 1999). Os nossos
resultados mostram que o Ca”" citosolico é importante modulador da fosforilagdo destas
MAPKSs. Em conjunto estes resultados sugerem que as ErKs podem contribuir para a
modulagio ou geragio do Ca®" nuclear, mas como estas MAPKs parecem ser
dependentes do Ca®* citosolico, elas ndo podem ser responsaveis pela geragdo de Ca*
nuclear independente do Ca*" citosélico.

E sabido que células euraridticas requerem Ca>" extracelular para crescer e
proliferar em cultura. Balk, em 1971, reportou que a proliferagdo de fibroblatos ¢
estritamente dependente da concentragdo extracelular de Ca®". Estas células tornaram-se
quiescentes se mantidas em meio deficiente de Ca®* por trés dias, mesmo na presenga de
fatores de crescimento. Quando adiciou-se quantidades fisiologicas de Ca*" nas culturas
celulares, a sintese de DNA retornou dentro de algumas horas, seguida por divisdo
celular (Balk et al. 1973). Observagdes semelhantes foram descritas também em
fibroblastos humanos (Boynton et al. 1977; Hazelton et al. 1979; Tupper et al. 1980;
Takuwa et al. 1993), de camundongo (MacManus et al. 1975; Nicholson et al. 1984;
Takuwa et al. 1991) e em outros tipos de células (Whitfield et al. 1980; Veigl et al.

1984; Boynton 1988; Gardner 1989), excetuando células da paratiredde (Sakaguchi

58



Discussdo e Conclusoes Dawidson A. Gomes

1992) e querationocitos (Hennings and Holbrook 1982). Dulbecco e Elkington (1975)
demonstraram que entre os componentes dos meios de cultura celular, somente o CaCl,
induz replicagdo de DNA em células 3T3 de camundongos Balb/c inibidas por contato.
Esses autores também encontraram que cultivos prolongados destas células na presenga
suprafisioldgica de CaCl, (5.4 mM) por 6 dias resultam em alteragcdes na morfologia e
densidade celulares saturantes (Dulbecco and Elkington 1975).

Mais de 50 anos se passaram desde que Howard e Pele descreveram o ciclo
celular e suas fases. Todavia, somente estudos recentes revelaram que o ciclo celular é
um evento altamente conservado e ordenado (Golias et al. 2004). O ciclo celular em
células eucaridticas consiste em quatro fases: G1, S, G2 and M. O DNA ¢ replicado
durante a fase S, onde as histonas necessarias para a nova cromatina sao sintetizadas
durante a fase G1. Outras proteinas sdo também sintetizadas na fase G1, e sua sintese
continua aumentando durante a fase G2, aumentando significantemente a massa celular.
No final da fase G2 as células progridem para a fase M. Os atores principais na
inicializacdo e progressdo do ciclo celular sdo as cinases do ciclo celular (CDK’s) as
quais se tornam ativadas por associa¢do com as ciclinas. Vérias ciclinas sdo sintetizadas
e degradadas em fases especificas do ciclo celular. Ciclinas C, D, e E, sdo essenciais
para a progressao do ciclo celular na fase S, e sdo sintetizadas durante a fase G1. As
ciclinas A e B essenciais para a entrada na mitose sdo sintetizadas durante a fase G2. Os
mecanismos que levam a ativagdo das CDK’s ndo sdo completamente entendidos.
Sugeriu-se que segundos mensageiros regulam as cascatas de proteinas cinases que
podem eventualmente resultar em sua ativagdo. Entre os segundos mensageiros o Ca®"
parece ter importancia especial (revisado por Santella 1998).

Estudos realizados em nosso laboratorio pela estudante Michele Rodrigues

demonstram que células SkHepl infectadas com PV-NLS perdem a capacidade de
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multiplicar. Nao se observou este efeito em células infectadas com PV-NES. Células
SkHepl param de multiplicar-se exatamente no inicio da profase, pois as células
perdem a capacidade de dividir os centrossomos (dados ainda ndo publicados). Em
conjunto estes resultados mostram que realmente o Ca’" nuclear ¢ um importante
regulador do ciclo celular.

Apbs explorar algumas vias intracelulares que podem ser moduladas pelo o Ca**
nuclear e citosolico também estudamos vias que podem ser responsaveis pela a geragao
do Ca”*" nuclear. O dominio C terminal da subunidade B do c-met contém dois sitios de
ligacdo a tirosina o qual sob autofosforilacdo liga-se a multiplas proteinas que contém
dominios SH2 (Gual et al. 2000). A PLCy ¢ uma das proteinas que contém o dominio
SH2 e tanto a interacdo entre PLCy quanto sua fosforilagdo por c-met foi relatado (Gual
et al. 2000; Ponzetto et al. 1994; Okano et al. 1993). A nossa hipdtese € que c-met ativa
diretamente PLCy presente no nucleo levando a hidrélise de PIP,, formagdo InsP; e
consequentemente liberagdo de Ca®" do reticulo nucleoplasmatico para o interior do
nucleoplama através dos InsP;Rs. Corroborando nossa hipdtese, observamos que c-met
pode translocar-se para o nucleo de maneira rapida e capaz de gerar Ca*" no nicleo. O
pico de translocagdo de c-met para o nicleo ocorre em torno de 4 minutos e o pico da
resposta de Ca®" induzida por HGF ¢é observado apds 5 minutos. Analises de western
blots e imunofluorescéncia também identificaram a presenca de PLCy no nucleo de
células SkHepl. Em conjunto, estes resultados suportam a idéia que c-met possa vir a
ativar PLCy presente no envelope nuclear, e assim gerar InsP; no nucleoplasma, com
conseqiiente aumento de Ca*" nuclear.

Exploramos também a hipotese de HGF gerar InsP3; no nucleoplasma de células
SkHepl. Para isso, produzimos constru¢des que quelam InsP; no citosol ou nucleo.

Assim, células SkHep1 foram transfectadas transientemente por 48h com as construgdes
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de InsP; Sponge ¢ a resposta de Ca®” induzida por AVP ou HGF foram comparadas e
analisadas. A construcdo InsP; Sponge NES praticamente aboliu a resposta de Ca*"
induzida por AVP tanto no nucleo quanto no citosol de células SkHepl. Por outro lado,
nenhuma reducdo do Ca?" citosolico ou nuclear foi observado em células estimuladas
com HGF. Estes resultados mostram que AVP gera InsP; principalmente no citosol. Em
contranste, a constru¢io InsP; Sponge NLS reduz drasticamente a resposta de Ca*"
induzida por HGF, tanto no nicleo quanto no citosol. No entanto, a resposta de Ca*"
induzida por AVP, tanto no citosol quanto no ntcleo, ndo foi alterada pela construgdo
InsP; Sponge NLS. Nossos resultados sdo pioneiros, ao demonstrarmos que HGF gera
InsP; principalmente no nucleo de celular, com conseqiiente aumento de Ca*" nuclear.
Este aumento de Ca®" no nucleoplasma difere do aumento de Ca*" nuclear observado
apos estimulagdo com AVP, cujo Ca>* é proveniente da difusdo do Ca" citoplasmatico.
Em conjunto, nossos dados mostram que o HGF pode produzir InsP; e
consequentemente Ca>" no nucleo de células SkHepl.

Com estas evidéncias experimentais iremos agora explorar com mais detalhes
como c-met esta envolvido na geracdo de InsP; e Ca*" no nucleo de células SkHepl.
Posteriormente, estudaremos se estes mecanismos existem em outros modelos celulares.
Atualmente estamos desenvolvendo c-met em fusdo com GFP. Esperamos com esta
construcdo observar a transloca¢do de c-met em tempo real apo6s estimulagdo com HGF.

Apesar da interagdo entre PLCy e c-met ter sido observado anteriormente,
planejamos realizar algumas coimunoprecipitagcdes para demonstrarmos esta intera¢do
nas fracdes nucleares (Gual et al. 2000; Ponzetto et al. 1994; Okano et al. 1993).
Planejando também produzir siRNAs para a proteina Gabl que pode ser a responsavel
por levar c-met para o nucleo. Se a translocagdo de c-met for bloqueada pelo

knockdown de Gabl demonstraremos experimentalmente que a geragdo de Ca’" no
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nucleo realmente dependente da translocacdo de c-met. Iremos também realizar
coimunoprecipitagdes de c-met e PLCy, apos tratamento com siRNA para Gabl, caso
ndo seje observado interacdo entre estas proteinas nas fracdes nucleares. Esperamos
assim ter evidéncias experimentais demonstrando que a a interagdo c-met/PLCy ¢

o ~ 2+
necessaria para a geracao de Ca” nuclear.

Conclusoes

Viarias evidéncias demostraram que a introdug¢dao de segundos mensageiros dentro do
nicleo induz sinais de Ca’" independentes das mudancas do Ca®" citosolico
(Gerasimenko et al. 1995; Hennager et al. 1995; Santella and Kyozuka 1997). O
aumento de Ca’" nuclear e citoplasmatico tem efeitos diferentes nas atividades
nucleares, e assim, ¢ importante saber a origem precisa destes sinais de Ca>" (Lipp et al.
1997). Neste trabalho, obtivemos evidéncias experimentais que c-met gera sinais de
Ca”" especificamente dentro do nucleo. Entretanto, continuam em aberto s questdes
sobre os mecanismos pelos quais a sinalizagio de Ca’" nuclear torna-se ativada.
Avancos neste campo irdo resultar no entendimento das fontes e da natureza dos sinais
que modulam o Ca*" nuclear. Outra questdo importante refere-se a relevancia das
fungdes distintas do reticulo nucleoplasmatico. Muitos tipos celulares regulam
processos dependentes de Ca”" citosolico por regulacio de regides nas quais o Ca®’
citosolico possa ser liberado. Neste trabalho, demonstramos que as MAPKs sao
dependentes do Ca®’ citosolico e por outro lado que a fosforilagio de CDK1 é
dependente dos niveis de Ca’" nuclear. Continua para ser estudado se o reticulo
nucleoplasmatico exerce niveis de controle espaciais sobre os processos dependentes de

-+ .~ . . ’ ~ . o~ .
Ca’™ em regides distintas do nacleo. As respostas destas questdes irio ajudar nosso
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. . . . + ~ .
entendimento dos modos pelos quais os sinais de Ca®" estdo integrados para regular

fung¢des celulares em condi¢des de saude ¢ doenga.
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