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REsSumMO

Estudos anteriores demonstraram que em midcitos cardiacos submetidos a
estimulos mecanicos ocorre pronta fosforilagdo e ativagdo da FAK. Resultados de
estudos recentes, realizados em coragdes de ratos indicaram que em resposta a
estimulos mecénicos, a FAK, além de ser ativada, localiza-se no nucleo dos
midécitos cardiaco. Estudos conduzidos em coragbes de ratos Wistar adultos,
utilizando a técnica de Imunoprecipitagao de cromatina (ChIP) com anticorpo anti-
FAK, identificaram uma sequéncia intrénica de 182pb do gene fosfolambam
(pIni1), contendo sitio para a ligagao do fator de transcrigao MEF2. Portanto, no
presente estudo, investigamos se a regido intrbnica do gene que codifica o
fosfolamban tem funcao regulatéria transcricional. Utilizando técnicas de EMSA
(Ensaio de retardamento da mobilidade eletroforética), ensaios de Precipitacao e
de gene reporter, avaliamos a interagdo entre a FAK e plni1 além da fungao
regulatéria transcricional dessa sequéncia. Como resultado, demonstramos que
ocorre pronta ativagdo da FAK e seu acumulo no nucleo de miécitos cardiacos de
ventriculo esquerdo de ratos submetidos a coarctacdo da aorta. Através de
ensaios de EMSA, demonstramos que proteinas nucleares de ventriculo esquerdo
de ratos submetidos a sobrecarga pressoérica, apresentaram um aumento na
interacdo com a sonda plni1 em relagdo aqueles de ratos controles. Também,
ensaios de EMSA indicaram uma interagédo entre MEF2 e a sonda p/ni1, mas nao
entre a FAK ou seus dominios (FERM e Cterminal) com a sonda p/ni1. Ensaios de
precipitagdo com fragmentos recombinantes da FAK (GST-FERM e GST-
Cterminal) com extratos nucleares de corac&o de ratos coarctados indicaram uma
associagao entre FAK e MEF2. Ensaios adicionais demonstraram que a interagao
entre FAK e MEF2 é dependente do dominio Cterminal e do estado fosforilado da
FAK. Estudos de transfecgdo com gene reporter, utilizando plasmideo contendo a
sequéncia pl/ni1, em cultura de midcitos cardiacos submetidos ao estiramento,
demonstraram que a regiado intrénica pIni1 possui fungéo regulatéria transcricional
e esse papel é dependente da ligagao do fator de transcricdo MEF2 ao seu sitio
especifico no DNA. Portanto, esses dados indicam que FAK e MEF2 podem estar
envolvidos na regulagédo da expressao do gene pln através de regulagao mediado
pela regido intrénica plnit.

Palavras chave: Regulagdo da expressdo génica, Interagbes proteina-proteina,
Transducéo de sinal celular.
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ABSTRACT

Previous studies have shown that mechanical stress induces phosphorylation and
activation of FAK in cardiac myocytes. Recent studies carried out in rat overloaded
hearts indicated that FAK re-locates in the nucleus of the cardiac myocytes. By
assays in the nuclei of overloaded cardiac myocytes with chromatin
immunoprecipitation (ChIP) approach with anti-FAK antibody, we identified an
intronic sequence of phospholamban gene (p/nit), containing a MEF2 consensus
site. In the present study, we investigated whether PIni1 has any regulatory
function in the pIn. To accomplish this, we combinated techniques such as EMSA
(Electrophoreses Mobility Shift Assay), reporter gene and pulldown assays. FAK
was shown to be rapidly activated and to accumulate in the nuclei of cardiac
myocytes taken from overloaded left ventricle. Using EMSA assays, we
demonstrated that nuclear extracts of left ventricle rats overloaded, interacted with
the plni1 probe. EMSA assays, also indicated an interaction between MEF2 and
the plni1 probe, but no interaction was found between FAK or its domains (FERM
and Cterminal) with the plni1. Pulldown assays with FAK recombinant fragments
(GST-FERM and GST-Cterminal) and nuclear extracts from left ventricle
overloaded indicated that FAK and MEF2 physically interact through FAK
Cterminal domain. Reporter gene assays, using a construction of plni1 coupled
luciferase transfected to cardiac myocytes culture underwent stretching, had
demonstrated that the intronic region has transcriptional regulatory function and
this role is dependent of the transcription factor MEF2 binding site in the DNA.
Therefore, these data indicate that FAK and MEF2 interact in the nuclei of cardiac
myocytes and that FAK/MEF2 complex may regulate phospholamban gene

expression through the plni1.

Keywords: Gene expression regulation, Protein, protein interaction, Cellular

signal transduction
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1. INTRODUCAO




Estimulos mecanicos tém papel central na patogénese de alteragbes
fenotipicas do miocardio e camaras cardiacas nas varias doengas que acometem
o coracado. Além do mais, a persisténcia de tensdo aumentada na parede das
camaras cardiacas € um dos principais fatores que contribui para a deterioragao
funcional progressiva que caracteriza a insuficiéncia cardiaca (CHIEN, 1999;
HosHIWIMA e CHIEN, 2002; BERENJI et al. 2005). No entanto, sdo ainda pouco
conhecidos 0s mecanismos pelos quais forgas mecanicas externas séao
transformadas em sinais bioquimicos intracelulares e levam a mudanca na
programacgao transcricional que, em dultima instancia, é responsavel pelas

alteragdes na estrutura e fungdo dos midcitos cardiacos.

1.1 Mecanismos de Mecanotransducao

O termo mecanotransducao refere-se ao mecanismo celular em que
forcas mecanicas externas sao transformadas em sinais bioquimicos
intracelulares (SAMAREL, 2005). No entanto os mecanismos moleculares que
acoplam o estimulo hipertréfico a reprogramagéo génica em midcitos cardiacos

ainda sdo pouco conhecidos.

O citoesqueleto dos midcitos cardiacos tem fungdo importante na
transducao de eventos mecanicos em eventos bioquimicos. Como sustentam e
ancoram as estruturas sub-celulares, as proteinas do citoesqueleto sofrem tensao
e se deformam podendo servir como transdutores de forga nos midcitos cardiacos
(SussmAN et al., 2002; EPSTEIN et al.,, 2003, PENG et al., 2006). As regides de
contato entre estruturas do citoesqueleto sarcomérico e nao-sarcomerico de
midcitos cardiacos e elementos da matriz extracelular, conhecidas como

costameros, sao consideradas como potenciais sitios de transdugdo de sinais

Introdugao
-15 -



mecanicos em sinais bioquimicos (SUSSMAN et al., 2002; EPSTEIN et al., 2003;

LAMMERDING et al., 2004; SAMAREL, 2005).

Estudos demonstram que multiplos mecanismos contribuem para a
mecanotransdugao em midcitos cardiacos: 1) ativagao de proteinas sinalizadoras,
como integrinas e enzimas tirosino quinases; 2) canais iGnicos sensiveis ao
estiramento celular, como canais de K, canais de CI, bombas de Na*/K" e canais
de Ca™; 3) receptores, principalmente receptores tirosino quinases e receptores
transmembranas acoplados a proteina G; 4) produgédo e/ou secregao de fatores
de crescimento, como endotelina-I e principalmente de angiotensina Il (SADOSHIMA

e Izumo, 1997) (figura 01).

Estimulo
Mecdnico
Deformacio
I Proteinassl Canais I R . fStecreg%o
S oo eceptores atores de
sinalizadora I6nicos crescimento
Sinalizagdo Celular

Resposta
Funcional

Figura 01. Esquema dos mecanismos envolvidos na transdug&o de sinal em midcitos
cardiacos, que levam a hipertrofia em decorréncia de um estimulo mecanico.

Introdugao
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1.2 Quinase de Adesao Focal (FAK)

1.2.1 Estrutura

Dentre as importantes moléculas envolvidas nos processos de
sinalizacao celular e mecanotransducao, destacamos a quinase de adesao focal
(FAK). Esta proteina € uma tirosino quinase, de aproximadamente 1052
aminoacidos, com um peso molecular aproximado de 125kDa. A FAK possui 3
dominios em sua estrutura: o dominio N-terminal, o dominio quinase € o dominio

Cterminal (figura 02).

O dominio N-terminal & composto por um dominio FERM, responsavel
pela interacdo com a extremidade citoplasmatica da subunidade da integrina beta
(SCHALLER et al., 1995), e regula a atividade de quinase da FAK através de um
mecanismo inibitério intramolecular (COOPER et al., 2003; LIETHA et al., 2007).
Além disso, esse dominio é composto por 3 lobos (F1, F2 e F3). O lobo F1 é
responsavel pela interagdo com a proteina supressor tumoral p53. O lobo F2 foi
descrito ser responsavel pela translocagao para o nucleo celular. Ja o lobo F3 do
dominio FERM esta relacionado a interagdo com a proteina Mdm2 (mouse double

minute 2) (LM et al., 2008).

Uma sequéncia de aminoacidos (linker) conecta o dominio N-terminal
ao dominio quinase. Esta sequéncia contém o residuo de tirosina 397, que é sitio
de autofosforilagao e ativagdo da FAK e um sitio para a ligagdo da por¢ao SH2 da
proteina Src (CECCARELLI, et al., 2006). O dominio quinase na regiao central
correspondente a porcdo catalitica da enzima, apresenta uma alca de ativacao

que contém os residuos de tirosina 576 e 577 (CALALB, et al., 1995).

Ja o dominio Cterminal, é rico em sitios de interagcao proteina-proteina

(sequéncias ricas em prolina), um sitio de reconhecimento SH3 e uma

Introdugao
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extremidade Cterminal conhecida como FAT (Focal Adhesion Targeting)
responsavel pela adesao focal (HILDEBRAND et al., 1993) e pela associagdo com

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

Y397 Y576 Y577 Y861 Y925

FERM
35 362 411 686 917 1053

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

1.2.2 Mecanismos de Ativacao da FAK

A sinalizagdo via FAK requer que esta seja ativada através da
autofosforilagdo no residuo de tirosina 397. Essa fosforilacdo em tirosina resulta
na formacdo de um sitio de alta afinidade para a porcdo SH2 da Src e essa
associacao favorece a fosforilagdo em outros residuos de tirosina da FAK (407,
576, 577, 861 e 925), levando a uma atividade maxima desta enzima (CALALB et
al., 1995). Estudos recentes utilizando técnicas de espectrometria de massas
identificaram 6 novos sitios de fosforilacdo (148, 347, 441, 503, 850, 1007), cuja

fosforiliagdo ndo dependeria da associagdo com a Src (CICCIMARO et al., 2006).

O residuo 397 fosforilado constitui ainda um sitio de ligagéo para outras
proteinas como a PI3K, participando nas cascatas de sinalizagado anti-apoptaticas
via AKT. Os residuos de tirosinas 576 e 577 se encontram no interior do dominio
quinase da FAK e a fosforilagdo destes sitios estdo envolvidas na regulagao da
atividade enzimatica (MAA e LEu, 1998). Ja a fosforilagdo da tirosina 925,
localizado no dominio Cterminal da FAK, cria sitios de ligagdo para o dominio

SH2 da proteina adaptadora Grb2. Essa associagdo leva a ativagdo de
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MAPkinases, reguladoras do crescimento e proliferagdo celular (SCHWARTZ et al.,

1995; PARSONS 1996; SCHLAEPFER et al., 1998).

Estudos anteriores demonstraram que estimulos mecanicos em
midcitos cardiacos induzem um aumento na fosforilagdo e, por conseguinte, na
atividade da FAK. O estiramento aplicado diretamente em midcitos cardiacos de
ratos neonatos provoca a ativagao da FAK (TORsSONI et al., 2003). Além disso, a
ativacdo da FAK por estiramento ndo depende da ativacao de fatores paracrinos,
0 que indica ser a ativacdo da FAK, pelo estiramento, dependente de mecanismo
intrinseco do midécito ligado diretamente ao estimulo mecanico (TORSONI et al.,
2003). Da mesma forma, a sobrecarga pressorica, induzida pela constricgao do
arco aortico, induz um aumento na fosforilagdo da FAK (FRANCHINI et al., 2000).
Uma vez ativada essa proteina ativa uma série de proteinas (ERK, JNK, MAP,
RhoA/ROCK) envolvidas no processo de hipertrofia cardiaca (FRANCHINI et al.,
2000; DoMINGOS et al., 2002; TORSONI et al., 2003; FONSECA et al., 2005; TORSONI

et al., 2005; NADRUZ et al., 2005).

1.2.3 Controle da Atividade da FAK

Estudos recentes indicaram que o dominio FERM tem papel importante
na regulagao de sua atividade e estado de fosforilagdo em células (TOUTANT et al.,
2002; COOPER et al., 2003). Delegbes da regido N-terminal da FAK resultam em
hiperfosforilagdo da regido Cterminal, sugerindo que o dominio FERM exerce
influéncia inibitéria no dominio catalitico da FAK (COHEN e GUAN, 2005). Estudos
demonstram que o dominio FERM interage com o dominio catalitico, sugerindo
que esta interagao é responsavel pela influéncia inibitéria que a regiao N-terminal
tem na atividade da FAK (CooPeErR et al., 2003). Com base nesses dados,

presume-se que, a ativagdo da FAK depende de interacdo com proteinas
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regulatérias que se ligam a regido amino-terminal e/ou de modificagdo
conformacional intra-molecular que desabilite a interagdo entre os dominios

FERM e catalitico (COOPER et al., 2003).

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

e ativacao do sitio de tirosina 397.

Estudos anteriores demonstraram que FAK e RhoA estdo associadas
em midcitos cardiacos nao estirados e que a ativacdo da FAK, por estimulo
mecanico é controlada pela via de sinalizagdo RhoA/ROCK. A ativacdo da Rho
aumenta a fosforilagdo da FAK, por outro lado sua inibi¢do a diminui (TORSONI et

al., 2005).

Estudos demonstram que o nivel de fosforilagdo basal da FAK seja
regulado pela atividade basal da tirosino-fosfatase SHP2 e também que a
sustentacdo de niveis elevados de fosforilagdo da FAK em midcitos cardiacos
submetidos a estimulos mecéanicos se deve a inibicdo da atividade da SHP2.
(MANES et al 1999). Além disso, estudos demonstram que a inativagdo da SHP2 é
acompanhada por aumento na fosforilagdo em tirosina e, conseqientemente,

ativagcdo da FAK, em células em cultura (Yu et al., 1998). A deplegcéo da Shp2

através do uso de interferéncia por RNA (siRNAshp2), foi acompanhada por um
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aumento na fosforilagdo em tirosina 397 da FAK e induziu o desenvolvimento de

fendtipo hipertréfico em midcitos cardiacos ndo estirados (MARIN et al., 2008).

1.2.4 Efeitos da Ativacao da FAK no Coracao

A FAK uma vez ativada participa na transdugdo de sinal em
decorréncia de estimulo mecanico. Conforme descrito anteriormente, a
fosforilacdo da FAK em tirosina 397 cria sitio para a interagcdo com a Src. Essa
interacdo FAK/Src é importante para a fosforilagao de residuos adicionais de FAK,
a associacao com Pl 3-quinase e Grb2, e ativacdo das vias de crescimento,
mediada pela ERK1/2 e da via de sobrevivéncia celular mediada pela AKT

(FRANCHINI et al., 2000; DoMINGOS et al., 2002).

A ativacdo da FAK por estiramento em midcitos cardiacos tem papel
critico na regulacado da re-expressao de genes do programa fetal induzida por
estimulo mecéanico (TORSONI et al., 2003; NADRUz et al., 2005). Existe ampla
constatagdo experimental (HOSHIJIMA e CHIEN, 2002) de que a re-expressado do
programa génico fetal & parte essencial para o estabelecimento das modificagdes

fenotipicas do miocardio observadas na hipertrofia e remodelamento cardiacos.

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

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

atenuacgao da hipertrofia cardiaca em resposta a sobrecarga pressoérica.

Dados do nosso laboratério, utilizando inibicdo génica da FAK através
do uso de interferéncia por RNA (siRNAfak), demonstraram que animais pré-
tratados com siRNArak € submetidos a sobrecarga pressorica induzida pela
constriccdo da aorta, apresentaram uma atenuacdo da hipertrofia ventricular
esquerda e uma melhora na funcdo cardiaca. Além disso, esses animais
apresentaram uma diminuigdo do marcador génico de hipertrofia -MHC e uma
atenuagdo da fibrose intersticial. Adicionalmente, o estudo demonstrou, que
animais submetidos a sobrecarga pressérica e tratados apds 4 semanas com
siRNArak, apresentaram uma regressao da hipertrofia ventricular esquerda, uma
atenuagdo no didmetro dos midcitos cardiacos e uma atenuagdo na fibrose
intersticial (CLEMENTE et al., 2007). Esses dados indicam que a FAK é importante
nao apenas para o desenvolvimento da hipertrofia ventricular, mas também para a

manutencao do estado hipertréfico induzido por sobrecarga pressorica.

1.2.5 Distribuicao Subcelular da FAK

A FAK apresenta uma distribuicdo citoplasmatica em midcitos

cardiacos, localizando-se nos pontos de adesédo focal e na regido intracelular de
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jungéo das integrinas com proteinas do citoesqueleto (CARY e GUAN, 1999). Ha
evidencias também que a FAK esta associada a cadeia pesada de miosina em

midcitos cardiacos (FONSECA et al., 2005).

Estimulos mecanicos provocam modificacdes na localizacdo subcelular
da FAK. Em midcitos cardiacos submetidos a 60 minutos de sobrecarga
ventricular esquerda, ocorre acumulo de FAK no compartimento nuclear (FONSECA
et al., 2005). Estes dados estao de acordo com dados de estudos anteriores (Y1 et
al., 2003), que indicam que a FAK transloca-se para o nucleo e discos intercalares
de midcitos hipertréficos em ratos espontaneamente hipertensos com faléncia
cardiaca. Miocitos cardiacos de ratos neonatos submetidos a 30 minutos de
estiramento apresentam, também grande quantidade de FAK no nucleo (SENYO et
al., 2007). Estes dados dao suporte a idéia de que a translocagao nuclear da FAK

pode exercer funcado importante na transducao de sinal em midcitos cardiacos.

Ainda em suporte a hipétese de que a FAK pode contribuir diretamente
para sinalizagdo no nivel do nucleo, a seqliéncia de aminoacidos da FAK
apresenta um dominio LXXLL (onde L é leucina e X é qualquer aminoacido) na
porcao Cterminal da FAK. Esta seqliéncia é reconhecida como uma sequéncia de
reconhecimento de receptores nucleares (SAVKUR e BURRIS, 2004). Portanto, &
possivel que a sequéncia LXXLL da FAK habilite ligagdes a receptores nucleares

e determine sua participacdo no controle da atividade transcricional.

Além disso, um estudo recente (KADARE et al., 2003) demonstrou que a
FAK sofre sumoilagdo na Lys-152 no nucleo de células NIH-3T3 e COS induzida
por PIAS1, a qual também regula a atividade de varios fatores de transcrigéao,
incluindo STAT1, p53, c-Jun e receptores de andrégenos. Esta alteragcao poés-

traducao é reconhecida como importante sinalizador de transporte nuclear.
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Por fim, (Lim et al., 2008) relataram que o lobo F2 do dominio FERM é
o responsavel pela localizagdao nuclear da FAK. Mutagbes pontuais em 5
aminoacidos basicos (Lisina 190, 191, 216, 218 e Arginina 221) no lobo F2 do

dominio FERM inibiram a translocacédo da FAK para o nucleo.

No entanto ainda s&o pouco conhecidos 0os mecanismos envolvidos na

translocagao da FAK para o compartimento nuclear e o papel dela no nucleo.

1.3 Fatores de Transcricao MEF2

Os fatores MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2) pertencem a familia
MADS Box (MCM1-Agamous-Deficiens-Serum response factor) e foram descritos
pela primeira vez como fatores de transcricdo que se ligam a sequéncias de DNA
ricas em A/T nos promotores de varios genes musculo-especificos. Existem 4
genes da familia MEF2 que foram identificados em vertebrados: mef2a, b, ¢ e d
que sao expressos de forma distinta, mas em padrdes de sobreposi¢cao durante a
embriogénese e nos tecidos adultos. Eles possuem dominios de ligagdo ao DNA
quase idénticos na extremidade N-terminal com alta homologia no dominio MADS
Box (aminoacidos 1-57). Este dominio € responsavel pela ligagdo ao DNA e
dimerizagao das proteinas, permitindo que os fatores MEF2 se liguem como homo
ou heterodimeros a um elemento cis com a sequéncia (C/T)TA(A/T)sTA(G/A). Um
dominio adjacente ao MADS Box chamado dominio MEF2 (aminoacidos 58-86)
que é caracteristico da familia, influencia a afinidade de ligacdo ao DNA assim
como a interacao com co-fatores. A regidao Cterminal apresenta o dominio de
transativacdo. Nessa regido, também ocorrem processos complexos de splicing
alternativo, com certos exons presentes em todos os tipos celulares, enquanto

outros sao limitados a tipos celulares especificos (BLACK e OLSON, 1998).
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Recentemente, foi demonstrado que a regulagdo da expressédo de
genes do programa hipertréfico por estimulos mecanicos depende da regulagéao
do fator de transcricdo MEF2, sabidamente envolvido na regulagdo da expresséao
de genes como aqueles que codificam proteinas de resposta imediata (por
exemplo, cJUN), proteinas sarcoméricas, proteinas mitocondriais codificadas pelo
genoma nuclear e proteinas relacionadas ao transporte celular de glicose
(NADRUZ et al., 2003; NADRUZ et al., 2004; NADRUZ et al., 2005). Sitios potenciais
de ligacado para o MEF2 foram identificados em regides reguladoras de varios
genes expressos no coragao, incluindo a creatina-quinase, cadeia leve da miosina
e fator natriurético atrial, sugerindo que o MEF2 pode influenciar a expressao

génica no coragao (BLACK e OLSON, 1998).

Os fatores da familia MEF2 podem ser ativados por Ca*", Calcineurina,
MAP quinases p38, ERK5 e CaM quinase. Além disso, os fatores MEF2 também
sdo regulados pela associacdo com desacetilases de histonas da classe Il
(HDAC-II) no nucleo. Neste caso, a sinalizagdo pelo Ca*™, através da ativagdo de
CaM-quinase leva a fosforilagdo de HDAC-II, que se transloca para o citosol,

permitindo a ativagao dos fatores MEF2 (BACks e OLSON, 2006).

Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que, além dos
fatores acima mencionados, a regulagdo da atividade transcricional do MEF2
pode ser regulado pela atividade da ERK5 em midcitos cardiacos (NADRUZ et al.,
2003). Além disso, foi demonstrado que a atividade da FAK é um fator critico para
a ativacao dos fatores MEF2 em resposta a estimulos mecanicos (NADRUZ et al.,
2005). No entanto, sdo ainda pouco conhecidos 0os mecanismos pelos quais a
FAK regula a atividade do MEF2 e de outros fatores de transcricdo

potencialmente envolvidos na resposta hipertréfica a estimulos mecanicos.
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1.4 Justificativa

Os dados da literatura sustentam a importancia da sinalizagdo da FAK
na transdugéo de sinal em resposta a estimulos mecénicos. Varias evidéncias
demonstram que a FAK transloca-se para o nucleo de midcitos cardiacos
submetidos ao estiramento e que a FAK, portanto, pode ter papel importante na
sinalizacdo para o nucleo. Ha estudos que demonstram que a atividade da FAK
pode influenciar a expressédo de genes. No entanto, sdo ainda pouco conhecidos
0s mecanismos intermediarios pelos quais a FAK regula a expressao génica em

miodcitos cardiacos.

Diante disso, foram realizados experimentos em nosso laboratdrio
conduzidos em coragbes de ratos Wistar adultos submetidos a sobrecarga de
pressado por constriccdo adrtica, utilizando a técnica de Imunoprecipitacdo da
cromatina (ChlP), para identificar possiveis sequéncias de DNA gendmico
associadas a FAK no nucleo de midcitos cardiacos. Resultados preliminares
demonstraram que o anticorpo anti-FAK imunoprecipita uma sequéncia (plni1) de
182pb (pares de base) pertencente a uma regido intrénica do gene fosfolambam
(pIn), um importante regulador da SERCA (Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum
Calcium ATPase) (figura 03). Este resultado sugere que a sinalizagao pela FAK

controle a expressao do fosfolamban em resposta ao estimulo mecanico.

65bp 7.4kb 630bp
rat PLN gene ~ exon 1 _ exon 2
| I intron
5UTR JUTR
cloned DNA

Figura 03. Esquema representativo da estrutura do gene pln, demonstrando em verde os
exons, em preto a regido intrénica central e em vermelho a regido de 182pb identificada em
ensaio de ChIP com anticorpo anti-FAK (pini1).
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2. OBJETIVOS




2.1 Objetivo

Estudar a regulagdo de regidao intrénica do gene que codifica o
fosfolamban, identificada em ensaios de imunoprecipitacdo de cromatina com

anticorpo anti-FAK.

2.2 Objetivos especificos

Objetivo especifico 1. Efeito da sobrecarga pressérica sobre a
expressao, fosforilagdo e distribuicio da FAK em ventriculo esquerdos

submetidos a sobrecarga pressérica aguda.

Objetivo especifico 2. Investigar se a regido intrénica plni1 possui

funcao regulatéria transcricional.

Objetivo especifico 3. Estudar a interagcdo da FAK com a regido

intrénica pinit.

2.3 Hipétese

A FAK regula o gene que codifica o fosfolamban através de interagcéo

(direta ou indireta) com regiao intrénica.
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3. MATERIAL E METODOS




3.1 Animais

Foram utilizados ratos machos adultos Wistar, fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas (CEMIB), Campinas-SP,

com peso entre 150 e 200g.

3.2 Materiais

3.2.1 Solucodes e tampoes

e Solugado Basal (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,02% Tween 20)

e Solugcao Corante de Proteinas (45% alcool etilico, 10% acido acético

glacial, 0,27% azul de comassie)

e Solugcdo Descorante de Proteinas (5% alcool etilico, 12,5% acido

aceético glacial)
e Solucédo de Lowry:

Solugéo A: 2% Na,COs3; 0,1N NaOH

Solugao B1: 1% CuS0O4

Solucao B2: 2% NaK tartarato

Solugédo C: para cada 10 mL de solugéo A, adicionar 100uL de
solucdo B1 e 100uL de solugao B2.

e TBE 1X (89mM Tris HCI; 89mM Acido Bérico; 2mM EDTA, pH8,0)

e Tampéao de estocagem (50mM Hepes pH 7,4; 150mM NaCl; 5mM
DTT; 10% Glicerol)

e Tampdo de extracdo para Western bloting e imunoprecipitado
(100mM Tris-HCL pH 7,4; 100mM pirofosfato de sédio; 10mM EDTA,;
100mM fluoreto de s6dio; 10mM ortovanadato de sédio; 2mM PMSF;
0,2 mg/mL aprotinina, 10% Triton-X 100)
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e Tampao de incubagédo (20 mM Tris HCI pH 7,5; 150mM NacCl;
10ug/mL aprotinina; TmM PMSF; 1mM DTT; 1% Trtion X-100)

e Tampao de Laemmli (0,28M Tris-HCI pH 6,8; 30% glicerol; 2,5%
SDS; 100mM DTT; 0,002% azul de bromofenol)

e Tampéo de lavagem para imunopreciptado (100mM Tris-HCI pH 7,4;
1 mM EDTA; 0,5% Triton-X 100; 2mM ortovanadato de sodio)

e Tampéo MOPS (4mM MgClz, 16mM MOPS, 0,4mM EDTA, pH 7,5)

e Tampéo PBS (0,2M NaH,PO4, 0,2M Na;HPO4; 0,3M NaCl).

3.2.2 Meios de Cultura

e LB: 10g de peptona, 10g de extrato de levedura, 5g de NaCl (1L),

autoclavar

e LB-agar: LB + 15g de agar-agar (1 L) autoclavar

3.2.3 Anticorpos

Anticorpo anti-FAK C20 (sc-558), anti-MEF2 C21 (sc-313) adquirido da

Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, EUA)

3.2.4 Oligonucleotideos

PLNi1_SENSE: 5 CCG GTA CAAAAC TGC ATATC 3
PLNi1_ANTISENSE: 5 TGC CAG GAA GAC AAAAGT AG 3’
PInMef: 5' GTA TGA ACC TAATCC TTT TAC TAC CGG TACATT CCAG 3

PInMef Compl.:5' CTG GAA TGT ACC GGT AGT AAA AGG ATT AGG TTC
ATAC 3
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3.3 Monitorizacao hemodinamica

Os ratos foram anestesiados por via intraperitoneal com uma mistura
de Cloridrato de Cetamina (Ketalar, Parke-Davis, Brasil) e Diazepam (Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Brasil). Esta mistura foi administrada na
propor¢gdo de 10mg de Cloridrato de Cetamina para 0,07mg de diazepam, e a
dose aplicada foi de 0,3mL/100g de peso corporal do animal. Em seguida, os
animais foram colocados em mesa cirurgica aquecida (37°C) e submetidos a
monitorizagdo da pressao arterial através de insergdo de cateteres de polietileno
(PE5S0 — Clay Adams, Parsipany, EUA) nas artérias carotida direita e femoral
direita, os quais estavam acoplados a transdutores de pressao COBE (Arvada,
CO, EUA). O sinal da presséao arterial foi amplificado por um amplificador GP4A
Stemtech (Stemtech, Milwaukee, WI, USA). Este se comunicava a um conversor
analégico-digital, conectado a um computador contendo o programa WINDAQ-
PRO (DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA) para monitoragdo hemodinamica
continua e gravagao de dados. Os sinais foram gerados a uma frequéncia de

amostragem de 100Hz e gravados em canais individuais (figura 04).

Computador - ___ Transdutor de
Programa e

WINDAQ-PRO pressao

Clamp de
prata
CL 1= Q
B IOy E5 I
| — = = :
| T o) Hq
RN -
= YLk | -«
Amplificador /

Conversor
analégico-digital

Transdutor de
pressédo

Figura 04. Esquema representativo do modelo de constrigdo da aorta
utilizado nos experimentos in vivo. Representando o local onde é
inserido o clamp de prata no arco aodrtico e os transdutores de pressao
na carotida direita e na femoral direita.
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3.4 Modelo de sobrecarga de pressao

Logo apdés a monitorizagdo hemodindmica, a cavidade toracica foi
aberta no segundo espacgo intercostal esquerdo. A aorta toracica transversa foi
dissecada e um “clamp” de prata (didmetro interno - 50um) foi colocado na crossa
da aorta entre o tronco braquiocefalico e a artéria carétida comum esquerda
produzindo aumento da resisténcia ao fluxo sanguineo e consequente sobrecarga
de pressao no coragdo. Em seguida, a cavidade toracica foi fechada e os ratos
mantidos anestesiados durante os periodos estudados que variaram de 10-60
minutos apds constricgdo da aorta. A sobrecarga de presséo foi considerada
eficiente quando o “clamp” produziu um aumento de 40 a 50mmHg na pressao
sistélica da aorta ascendente (mensurada através da canula na artéria carétida
direita) sem induzir a uma queda significativa nos niveis pressoéricos da aorta
abdominal direita (mensurada através da artéria femoral) (figura 05). Os animais
controle foram submetidos a cirurgia ficticia, com abertura da cavidade toracica,
porém sem colocagao do clamp de prata. Por fim, os animais foram sacrificados
com injecao de solucdo de cloreto de potassio (KCl) pela canula arterial, o
coracgao foi extraido e o ventriculo esquerdo foi separado do ventriculo direito e

atrios.
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Figura 05. Registro representativo de pressao arterial de ratos,
obtido em experimento de coarctacdo da aorta, demonstrando o
aumento na pressao arterial na aorta ascendente desses animais,
apos a constricdo do arco aortico.

3.5 Preparacao de extratos totais de proteinas do ventriculo esquerdo de
rato

Os ventriculos esquerdos coletados, foram cortados em fragmentos
menores e homogeneizados imediatamente em aproximadamente 10 volumes de
tampédo para homogeneizagao (Triton X-100 1%, Tris-HCI 100mM (pH 7,4),
pirofosfato de sdédio 100mM, fluoreto de sédio 100mM, EDTA 10mM, ortovanadato
de sodio 10mM, PMSF 2mM e 0,1mg/ml de aprotinina) a 4°C usando um
homogeneizador tipo Polytron PTA 20S (modelo PT 10/35; Brinkmann
Instruments, Westbury, NY, EUA) operado em velocidade maxima por 30

segundos. Os extratos foram centrifugados a 11000 rpm a 4°C por 20 minutos e o0
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sobrenadante foi entdo utilizado para diferentes ensaios. A determinacdo de

proteina foi realizada pelo método de BIURETO.

3.6 Western Blotting

As proteinas obtidas das preparagbes de extratos totais, fracionamento
subcelular e Pulldown foram tratadas com tampao de Laemmli. Estas amostras

foram fervidas a 95°C por 5 minutos e centrifugadas por 5 minutos a 11000rpm.

Apés este procedimento, as proteinas foram submetidas a eletroforese
SDS-PAGE, utilizando-se o aparelho da BIO-RAD miniature lab gel apparatus
(Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, EUA) e o marcador de peso

molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladderde (Fermentas).

A eletrotransferéncia das proteinas do gel para a membrana de
nitrocelulose foi realizada em 90 minutos por 120V a 4°C em aparato de
transferéncia da BIO-RAD. Em seguida, as membranas foram bloqueadas com
tampéo de bloqueio (5% leite em pd desnatado em solugao basal) por 60 minutos

para minimizar a ligagao inespecifica dos anticorpos.

Para a imunomarcagcdo, as membranas foram incubadas com
anticorpos especificos, diluidos 1:1000 em 10 mL de solugao para anticorpo (3%
leite em pd desnatado em solugdo basal) durante toda a noite, a 4°C. Apods a
incubacado, as membranas foram lavadas 3 vezes de 10 minutos em 10 mL de
solugéo basal. Em seguida, as membranas foram incubadas, quando necessario,
com anticorpo Bridge 1:5000 e depois com 2uCi de ['?°l] proteina A (30uCi/ug) em
10 mL de tampéao de iodo (1% leite em pd desnatado em solugdo basal) por 4
horas a temperatura ambiente e entdo lavadas novamente como descrito

anteriormente. A proteina A ['*°I] ligada aos anticorpos especificos foi detectada
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por autoradiografia em filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA),
com intensificadores Cronex Lightening Plus (Du Pont, Wilmington, DE, EUA) a —
80°C por 24-72h. Os sinais também foram visualizados com o uso do SuperSignal
West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific, EUA). Neste caso, foi
utilizado um anticorpo secundario conjugado com peroxidase numa concentragao
de 1:3000 a 1:5000 e os procedimentos para a etapa final foram feitos de acordo
com as especificacbes do fabricante. As membranas foram expostas em filmes
Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY, EUA) por diferentes intervalos de

tempo (30s- 10min) e estes foram entao revelados.

3.7 Fracionamento subcelular

O fracionamento subcelular seguiu a metodologia descrita por MiZUKAMI
et al. (1997). Os coragdes congelados foram pulverizados em cadinho e
homogenizados em 6 volumes de tampéo A (0.32 M sacarose, 10mM Tris HCI, pH
7.4, 1mM EGTA, 2mM EDTA, 5mM NaNs;, 10mM DTT, 0.2mM PMSF, 50mM NaF,
1mM Ortovanadato de sdédio) utilizando um potter ou pistilo modelo BB065
(Thomas Scientific, Swedesboro, NJ, EUA). O homogenato foi centrifugado a
1000g por 10 min a 4°C para obtencdo da fragdo citosdlica. O preciptado

resultante desta ultima centrifugacao continha a fragdo de membrana.

A fragdo nuclear foi solubilizada em tampédo B (1% Triton X-100,
150mM NaCl, 10mM Tris-HCI, pH 7,4, 1mM EGTA, 1mM EDTA, 0,2mM
ortovanadato de sodio, 0,2 mM PMSF, 50mM NaF) por 30 min a 4°C com
agitacao e centrifugada a 15.000g por 30 min a 4°C e o sobrenadante (extrato
nuclear) foi armazenado a —80°C. As fragdes tiveram seu conteudo protéico

quantificado pelo método de Lowry.
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Figura 06. Gel representativo demonstrando o extrato total de
proteinas de coragdo assim como as fragdes nuclear e citoplasmatica
do ensaio de fracionamento subcelular. M: Marcador de peso
molecular; ET: Extrato total; FN: Fragdo nuclear; FC: Fracédo
citoplasmatica

3.8 Inducao e purificagao de proteinas recombinantes

As construgcbes codificadoras das proteinas de fusdao dos dominios
FERM e Cterminal da FAK com glutationa S-transferase (GST) expressas em
pGEX2T foram gentilmente cedidas pelo Dr. Jun-Lin Guan (Department of
Molecular Medicine, Cornell University College of Veterinary Medicine). As
construgdes (GST-FERM e GST-Cterminal) foram transformadas em Escherichia
coli BL21 Codon Plus. As bactérias foram induzidas com 1mM de IPTG por 4 h a
37°C. Amostras do extrato bacteriano antes e apoés a indugao com IPTG, foram
centrifugadas e adicionado tampédo de Laemmli ao precipitado para posterior

visualizacdo em gel de poliacrilamida.

Para a purificacdo das proteinas, as bactérias foram concentradas em
pellets e lisadas com tampé&o de lise (5mg de lisozima, 25mM Hepes, 150mM
NaCl, 1mM EDTA, 100mM NaF, 10mM NazPO4, 10mM NazVO4 0,01mg/mL
aprotinina, 2mM PMSF) em trés ciclos de congelamento em nitrogénio liquido e

descongelamento a 37°C. Os lisados foram sonicados, submetidos a
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centrifugacdo a 14000 rpm, 4°C por 15 minutos e imobilizados em pérolas de
glutationa sefarose (Amersham). As pérolas foram lavadas 8 vezes em tampao
PBS (0,2M NaH,POQO4. 0,2M Na;HPO4; 0,3M NaCl). As pérolas de sefarose foram
ressupendidas em tampao de estocagem (50mM Hepes pH 7,4; 150mM NaCl;
5mM DTT; 10% Glicerol) e mantidas a -80°C. As proteinas ligadas foram eluidas
com tampé&o de Laemmli e analisadas com eletroforese em gel de poliacrilamida.
A proteina GST bacteriana (GST-GST) também foi expressa e purificada para
utilizagdo como controle nos ensaios de Pulldown. A construgdo Cterminal
clonada com cauda de histidina, em vetor pET 15b foi transformada em
Escherichia coli BL21 Codon Plus. As bactérias foram induzidas com 1mM de
IPTG por 4 h a 37°C. Os lisados com proteinas recombinantes com cauda de
Histidina foram sonicados, submetidos a centrifugacao e purificados em colunas

de purificagdo de niquel (Clontech).

GST-FERM
72 KDa — -
L
M h B
i'bk ,{u.}k .,,';.z’b
R ) 1;;-_‘:"?

Figura 07. Gel representativo demonstrando o extrato total de E.coli sem
a indugao da expressao génica com o IPTG (IPTG -) e apés a indugéo
da expressao da proteina recombinante GST-FERM com IPTG (IPTG +)
e em seguida demonstrando a purificagdo da proteina recombinante
GST-FERM utilizando pérolas de glutationa sefarose.
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3.9 Ensaio de precipitacao (Pulldown assay)

Para a realizagcédo deste ensaio, foram utilizadas as proteinas
recombinantes GST-FERM e GST-Cterminal, ligadas as pérolas de glutationa
sefarose. Aproximadamente, 2 ug de proteinas purificadas foram incubadas com
200 ug de proteinas obtidas dos extratos nucleares de coragéo de ratos controle
ou coarctados por 60 minutos. Como controle para ligagdo nao-especifica, 200ug
de proteinas foram incubadas com 2ug de GST ligada a pérolas de glutationa. As
amostras foram incubadas por 12 horas, 4°C, sob agitagdo constante. Em
seguida, submetidas a centrifugagado e o precipitado lavado 3 vezes com 400 uL
de tampéo de lavagem (100mM Tris-HCI pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,5% Triton-X 100;
2mM ortovanadato de sddio). Por fim, foi adicionado 30 uL de tamp&o de Laemmli
ao precipitado e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida. Para ensaio
de precipitacdo entre GST-MEF2 e a proteina recombinante His-Cterminal, foram
utilizados aproximadamente 1ug de cada proteina recombinante e incubadas com
tampéo de incubagao (20 mM Tris HCI pH 7,5; 150mM NaCl; 10ug/mL aprotinina;
1mM PMSF; 1mM DTT; 1% Trtion X-100) volume final de 200 uL por 12 horas.
Em seguida, submetidas a centrifugagao e o precipitado lavado 3 vezes com 400
uL de tampéao de lavagem (100mM Tris-HCI pH 7,4; 1 mM EDTA; 0,5% Triton-X
100; 2mM ortovanadato de sédio) Por fim, foi adicionado 30 uL de tampéao de

Laemmli ao precipitado e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida.

Também foram realizados experimentos com FAK do comprimento
nativo recombinante humana e GST-MEF2. Resumidamente, 0,1 ug de GST-
MEF2 foi incubada com 0,3 ug da FAK com 5ul de tampao MOPS (4mM MgCl,,
16mM MOPS, 0.4mM EDTA, pH 7,5) com e sem 500uM de ATP. As reagdes
foram incubadas a 37°C, por 2 horas, 200 rpm. O precipitado foi submetido a 3

lavagens com 100 uL de tampao MOPS. As reagdes foram inibidas pela adigao de
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30 pL de tampao de Laemmli e fervura por 5 min. As amostras foram separadas

em SDS-PAGE e submetidas a ensaio de Western Blotting.

3.10 Ensaio de Retardamento da Mobilidade Eletroforética (EMSA ou gel
shift)

3.10.1 Marcacao da sonda de DNA

Oligonucleotideos sintéticos foram desenhados e encomendados na
escala de 50 nmol, para a regido intrénica de 182 pb do gene pin: (ver anexo)

PLNi1_SENSE: 5 CCG GTA CAAAAC TGC ATATC 3
PLNi1_ANTISENSE: 5 TGC CAG GAA GAC AAAAGT AG 3

Inicialmente, foi feita a amplificacado, através da técnica de reacdo em
cadeia pela polimerase (PCR) com oligonucleotideos especificos sense e
antisense, a partir de uma amostra de DNA genbmico de coragao de rato. A
composicao final da reagao foi: 20mM Tris HCI (pH8,4), 50mM KCI, 1,5mM MgCl,,
5 pmol primer sense, 5 pmol primer antisense, 1,25mM de cada deoxinucleotideo
(dCTP,dGTP, dTTP), com excecdo do dATP, [a **P]-dATP (3000 Ci/mmol)
(Amersham Biosciences, UK) 2 ng de DNA gendémico, 2 unidades de Taqg DNA
polimerase em um volume final de reagao de 20 ulL, temperatura de anelamento

de 52°C.

3.10.2 Reacao de ligacao e eletroforese do complexo DNA/Proteina

Para o ensaio de gel shift, com extrato nuclear de ventriculo esquerdo
de coragao de ratos, cerca de 20 ug de extrato nuclear foi incubado a 25°C em
um volume final de aproximadamente 30 ul de reacdo com tampéao de incubagéao

(140mM KCI; 5mM NaCl; 20mM Hepes pH 7,0; 2 mM MgSQO,4; 100uM EGTA; 1
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mM KzHPOg4; 1uM ZnSOq4; 0,2% Triton X-100) seguindo o protocolo descrito por
HALLIKAS et al. (2006). Em seguida, 1 ul de sonda marcada radioativamente
(sonda quente), foi incubada por 20 minutos. A mistura foi submetida a
eletroforese em gel de poliacrilamida 4%, em tampao TBE (89mM Tris HCI; 89mM
Acido Bérico; 2mM EDTA, pH8,0) a 150V por 2 horas. A especificidade da reacdo
foi verificada através de ensaios de competi¢ao utilizando sonda competidora fria

em excesso (100 vezes molar).

3.11 Ensaio Pulldown de DNA

Para a realizacdo deste ensaio, foram utilizadas as proteinas
recombinantes GST-FERM e GST-Cterminal da FAK, além da proteina
recombinante GST-MEF2 (1-169 aminoacidos) e da proteina GST-GST usada
como controle negativo, todas ligadas as pérolas de glutationa sefarose.
Aproximadamente, 2 ug de proteinas purificadas foram incubadas com 20 ng de
sonda de DNA, plni1, marcada radioativamente [a *’P]-dATP e com 200ul de
tampao de incubagédo 1X (140mM KCI; 5mM NaCl; 20mM Hepes pH 7,0; 2mM
MgSOy4; 100uM EGTA; 1mM Ky;HPO4; 1uM ZnSOy; 0,2% Triton X-100) durante 30
minutos a temperatura ambiente. Apds a incubagdo, as amostras foram
submetidas a centrifugagao por 5 minutos a 5000 rpm a temperatura ambiente e o
precipitado lavado 2 vezes com 200 pL tampdo de incubagdo. Por fim, o
precipitado foi ressuspendido em 50 uL de tampao e 10 uL da solugao foi aplicada
sobre uma membrana de nitrocelulose e exposto por 24 horas em filme

fotografico.
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3.12 Isolamento e estiramento de miocitos ventricular de ratos neonatos

Detalhnes da técnica de extracdo e estiramento de midcitos
ventriculares de ratos neonatos (MVRN) foram descritos anteriormente (TORSONI
et al., 2003). Resumidamente, os corag¢des foram retirados de ratos neonatos (1-2
dias), submetidos a digestdo branda com colagenase/pancreatina e separados
em gradiente de Percoll (GE Healthcare) por centrifugacao. Apds a separacgao, as
células foram semeadas em placas com base de silicone recoberta com colageno
tipo | (Bioflex) para estiramento biaxial ciclico em Sistema Flexercell 3000T
(Flexercell International, USA). Os MVRN cultivados em placas Bioflex foram
estirados em um Flexercell FX-3000 a 115% do comprimento, descansando com
uma frequéncia de 1 Hz (0,5-s estiramento/0,5-s relaxamento) por 60 minutos. As
células controle, ndo estiradas, também foram cultivadas em placas Bioflex e

incubadas em meio isento de soro.

3.13 Ensaio com gene reporter

A construcao dos plasmideos para os ensaios de gene reporter foram
realizadas pela Dra. Carla Cristina Judice Maria. O plasmideo ptkEGFP foi
construido pela insergdo do promotor tk (thymidine kinase) do virus Herpes
simplex, utilizando a enzima de restricdo Hindlll no vetor béasico pCAT3
(Promega) e pela insercdo do EGFP no lugar gene CAT (Clontech). O plasmideo
ptkLUC foi gerado pela inser¢gdo do gene para Luciferase no lugar do EGFP. Os
plasmideos ptkEGFP e ptkLUC foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Xavier
Neto (INCOR-USP). O fragmento pini1 foi clonado no vetor pCRScript Amp
(Stratagene) e sequenciado. Esse fragmento foi inserido acima da regido
promotora tk em ambos os vetores usando as enzimas de restricdo Rsal e Kpnl,

gerando os plasmideos ptk-PLN-LUC e ptk-PLN-EGFP. A mutagdo no sitio do
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MEF2 (mut) foi gerada através da mudanca de 4 pares de base na sequéncia de
reconhecimento do fator MEF2 do fragmento plni1, utilizando Quickchange kit
(Stratagene) gerando os plasmideos ptk-MUT-LUC e ptk-MUT-EGFP. Para a
mutagdo foram utilizados os primers para amplificar e inserir a mutagao: (ver

anexo).

PInMef: 5'- GTA TGA ACC TAATCC TTT TAC TAC CGG TAC ATT CCA
G-3

PInMef Compl.:5'- CTG GAA TGT ACC GGT AGT AAA AGG ATT AGG
TTC ATAC -3

Os MVRN foram transfectados com 4ug de plasmideos contendo
construgées do Plni1 e do mutante para o sitio do MEF2 (Mut) fundidos ao gene
da luciferase de firefly e 0,25ug de plasmideos contendo o promotor SV40 fundido
ao gene da luciferase de renilla em placas de 60mm usando Lipofectamine™
(Invitrogen) em meio DMEM (volume final 200 pl) de acordo com as instrugbes do
fabricante. As células foram incubadas por 5 horas em 2 mL de meio DMEM puro
sem antibioticos. Apds este periodo, foi adicionado 1mL de DMEM contendo 20%
de soro fetal bovino e 10% de soro equino, sem remogéo do meio de transfecgao.
Apbs 24 horas da transfeccado, os MVRN foram submetidos ao estiramento por 60
minutos em meio DMEM puro. A atividade de luciferase foi medida através do uso
de luminémetro apds 48 horas da transfecgcéo. A expressao da proteina EGFP foi

avaliada por microscopia de fluorescéncia apos 48 horas da transfecgao.

3.14 Analise Estatistica

Os resultados de pressdao e de atividade de luciferase estao
apresentados como média * erro padrao dos valores. Esses dados foram

analisados usando ANOVA. A diferengca entre as médias foi considerada
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significativa quando p<0,05. Os dados foram analisados usando o programa

GraphPad Prism versao 3.0.
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4. RESULTADOS




4.1 Expressao, fosforilacao e distribuicao da FAK em ventriculo esquerdos
submetidos a sobrecarga pressorica aguda.

Estudos anteriores (FRANCHINI et al., 2000; DoMINGOSs et al., 2002)
demonstraram que em miodcitos cardiacos submetidos a estimulos mecanicos
ocorre pronta fosforilagdo e ativagdo FAK. Uma vez ativada, a FAK inicia
processos de sinalizagao através de MAP quinases e pelo fator de transcrigéo
MEF2 que contribuem para a transformacéo fenotipica dos miécitos cardiacos em
resposta a estimulos mecanicos (NADRUZ et al., 2003). Recentemente, resultados
de estudos realizados em coragbes de ratos indicaram que, em resposta a
estimulos mecanicos, a FAK, além de ser ativada, localiza-se no nucleo dos

midcitos cardiacos (FONSECA et al., 2005).

No presente estudo, foram realizados experimentos que confirmaram a
fosforilagdo da FAK no ventriculo esquerdo de ratos induzida por sobrecarga
pressérica aguda. Desta forma, foram avaliados os niveis de expressao e
fosforilagdo da FAK no ventriculo esquerdo de ratos controle e também no
ventriculo esquerdo de ratos submetidos a coarctacdo da aorta por 10, 30 e 60
minutos. Extratos de ventriculo esquerdo foram analisados através de ensaio de
Western blot com anticorpo dirigido para a porgao carboxi-terminal da FAK. O
nivel de fosforilacdo foi determinado através de Western blots com anticorpo

fosfo-especifico dirigido para a tirosina 397 da FAK.

Conforme demonstrado na figura 8A, o modelo de constricdo do arco
aortico produz sobrecarga pressorica estavel por até 60 min. Conforme indicado
no grafico da figura 8B, a constricdo aguda do arco aortico produziu aumentos da
pressao sistélica na aorta ascendente de aproximadamente 50 mmHg. Os niveis
pressoéricos na aorta abdominal dos ratos submetidos a constricdo da aorta néo
apresentaram alteracdes significativas quando comparados com as pressdes dos

ratos controle.
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Figura 08. A) Grafico representativo do registro de presséao sistélica na
carotida esquerda de ratos submetidos a constricdo do arco adrtico,
demonstrando o aumento da pressdo na carétida desses animais. B)
Grafico representativo da média das pressfes sistdlicas avaliadas na
artéria carétida esquerda (PSC) e na artéria femoral esquerda (PSF) dos
ratos controle e dos ratos submetidos a constricdo do arco aértico por 60
minutos. (n=8) *p<0,05 comparado a PSC de animais controle. CT-
controle; CoAo- Constrigdo da aorta.

Como indicado na figura 9A, a expressdo da FAK no ventriculo

esquerdo de ratos ndo se alterou em decorréncia do estimulo mecéanico.

Entretanto, a fosforilagdo da enzima no sitio de autofosforilacdo, apresentou um
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aumento expressivo nos ventriculos esquerdos dos ratos submetidos a

sobrecarga pressorica em relagao aqueles dos ratos controle.

Western blotting de fragdes subcelulares de ventriculo esquerdo de
ratos indicaram a localizagao nuclear FAK no ventriculo esquerdo desses animais,
quando submetidos a sobrecarga pressérica. Como indicado na figura 9B,
confirmamos que a quantidade de FAK nos extratos totais de ventriculo esquerdo
de ratos submetidos a sobrecarga pressorica € semelhante aquela verificada nos
extratos de ratos controle. Nos extratos de ratos controle, a FAK foi detectada
preferencialmente na fragdo citoplasmatica enquanto nos extratos de ratos
coarctados, a FAK foi detectada predominantemente na fragdo nuclear. Conforme
o grafico representativo da figura 9B, nos extratos de ratos submetidos a
constricdo da aorta aproximadamente 65% da FAK foi encontrada na fragao
nuclear, resultado, semelhante aquele obtido nos estudos anteriores (FONSECA et

al., 2005).
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Figura 09. A) Western blotting representativos da expressdo e da
fosforilagdo da FAK em extratos protéicos de coragdo de ratos controle
(pool de 2 animais) e submetidos a sobrecarga pressorica por 10, 30 e
60 minutos (pool de 2 animais). B) Western blotting e grafico
representativos da expressdo de FAK no extrato total (T) e nas
subfragbes citosolica (C) e nuclear (N) do miocardio de ratos controle e

submetidos a coarctagdo da aorta (CoAo) por 60 minutos.

4.2 Efeito da sobrecarga pressorica aguda no miocardio na interacao das

proteinas nucleares com a regiao intrénica plni1.

Diante dos resultados descritos anteriormente, que reforcam a hipétese
que a FAK, em situacbes de estresse celular, migra para o nucleo, foram
realizados ensaios para investigar o papel da FAK no nucleo celular. Uma vez que
as fungbes da FAK no nucleo podem ser dependentes de interacbes com DNA,

direta ou indiretamente, a identificacdo das seqiéncias de DNA pode fornecer
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bases para o entendimento da influéncia da FAK na atividade transcricional no
nucleo de midcitos cardiacos submetidos a estimulos mecanicos. Para isso,
resultados preliminares conduzidos em coragdes de ratos Wistar adultos
submetidos a sobrecarga de pressao por constricdo adrtica, utilizando a técnica
de Imunoprecipitagdo de cromatina (ChlP), demonstraram que o anticorpo anti-
FAK, imunoprecipita uma sequéncia de 182 pb pertencente a uma regido intrénica

do gene fosfolambam (pin).

Ensaios de EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay) foram realizados
com extratos nucleares de coracdo de ratos controle ou submetidos a coarctagao
da aorta (10, 30 e 60 minutos) para determinar se ha interagcao entre as proteinas
provenientes do extrato nuclear de coragao de ratos com a sonda p/ni1. Também,
avaliamos o efeito da sobrecarga pressérica aguda sob a ligagdo das proteinas,

provenientes do extrato nuclear, com a sonda plni1.

Os resultados da figura 10 demonstram que extratos nucleares de
coracao de animais que sofreram coarctacao apresentam, a partir de 10 minutos,
um aumento da ligagao entre o complexo de proteinas nucleares com a sonda de
DNA em relacdo ao controle. E interessante destacar que a intensidade da
formagao do complexo DNA/proteina nao se alterou com o aumento do tempo de
coarctacao. A especificidade da reacado foi verificada através de ensaios de

competicéo utilizando sonda competidora fria em excesso (100 vezes molar).
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Figura 10. Gel shift e grafico representativo da interacdo proteina DNA, entre os
extratos nucleares de coragdo de ratos controle (CT) ou submetidos a diversos
tempos de coarctagdo da aorta (CoAo), 10, 30 e 60 minutos com a sonda p/nii. SF:
sonda fria.

4.3 Estudos de interacao FAK com plni1

Ensaios de EMSA foram realizados para demonstrar se ha interacao
direta da FAK com a sequéncia pl/ni1. Para o ensaio, foi utilizada a proteina
purificada FAK e as porgbes recombinantes (GST-FERM e GST-Cterminal) da
FAK.

Conforme demonstrado na figura 11, através de ensaio de EMSA, nao
foi observada interagdo entre a proteina FAK ou suas porgbes (FERM e
Cterminal) com a sonda pini1. Estes resultados indicam que a interacdo FAK/
plni1 se da de forma indireta, isto &, através de interagdo com proteinas ligantes

do DNA.
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Figura 11. Gel shift representativo,
demonstrando que n&o houve interacdo
entre FAK ou suas porgbes com a sonda
plnit.

A sequéncia intrénica isolada do gene pl/n foi submetida a buscas por
sitios de fatores de transcrigcdo, inicialmente, através do programa TRANSFAC
(Matinspector). Como resultados, foram identificados sitios de ligagao para
diversos fatores de transcrigao e dentre eles, o que nos despertou interesse foi 0
fator MEF2, sabidamente envolvido na regulacdo da expressdo de genes
relacionados a hipertrofia. Diante disso, realizamos ensaios para comprovar a

interacéo entre o fator de transcricdo MEF2 e a sequéncia intrénica plnii.
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4.4 Estudo da interacao MEF2 com a sonda p/ni1 por ensaios de gel shift e
Pulldown de DNA.

Conforme descrito anteriormente, analises in silico, demonstraram que
a regiao intrénica pini1, contém sitio de ligagcao para o fator de transcricdo MEF2
(5 CTATTT TTT A 3’). Diante disso, foram realizados ensaios de EMSA e de
Pulldown de DNA, para avaliar a possivel associacdo do MEF2 com a sonda
plni1. Extratos nucleares de ventriculo esquerdo de coracdo de ratos controle ou
submetidos a coarctacdo da aorta por 60 minutos foram incubados com a sonda
plni1. Conforme demonstrado na figura 12A, a coarctagdo da aorta provocou um
aumento na ligagdo das proteinas nucleares com a sonda. Por outro lado, ensaios
com a sonda plni1 contendo uma mutagéo que inativa o sitio MEF2 demonstrou
uma diminuigdo na intensidade da banda correspondente ao complexo de ligagao
proteina-DNA. Na figura 12B, demonstramos a interagao direta entre a construgao
GST-MEF2 com a sonda plni1, assim como a diminuicdo da intensidade da
formagdo do complexo quando se utilizou a sonda plni1 contendo mutagdo no
sitio de ligacdo do MEF2. A especificidade da reacao foi verificada através de
ensaios de competicdo utilizando 100 vezes de excesso molar de sondas

competidoras (sonda fria).

Além dos ensaios descritos acima, realizamos também ensaios de
pulldown de DNA com a proteina recombinante GST-MEF2 e a sonda pin. A
adicdo da proteina recombinante ligada a pérolas de sefarose provocou a
precipitacdo do DNA. A incubagédo anterior com um competidor (sonda fria)
demonstra a especificidade da ligacédo. A aplicacdo do controle GST nao formou

complexo com o DNA, ndo havendo a precipitagdo da sonda (figura 12C).
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0 === GST-MEF2 + Sonda pinil

Vv === GST-MEF2 + Sonda fria

=== GST-GST + Sonda pini{

A B (8

Figura 12. A) EMSA representativo, demonstrando o complexo de associacdo entre as
proteinas nucleares de ratos controle e ratos coarctados com fragmento plni1 (seta) e a
diminuigdo da formag&o do complexo utilizando o fragmento p/ni1 contendo a mutagéo no sitio
de ligagdo do MEF2 no DNA.

B) EMSA representativo, demonstrando o complexo de associagdo entre a proteina
recombinante GST-MEF2 com a sonda pini1 (seta) e a diminuicdo da formacado do complexo
utilizando o fragmento p/ni1 contendo a mutagdo no sitio de ligagdo do MEF2.
C) Pulldown de DNA entre a construgdo GST-MEF2 e a sonda plni1. Como controle da
especificidade usamos um competidor (sonda fria) e o controle negativo da reagao (GST).
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4.5 A porcao Cterminal da FAK interage com o fator de transcricao MEF2.

Em ensaios de ChIP com o anticorpo anti-FAK e extrato nuclear de
coracado de rato, demonstrou-se a precipitagdo da regido intrénica de 182pb do
gene pin. Porém, ensaios adicionais demonstraram que a FAK ndo interage
diretamente com esse fragmento de DNA. Além do mais, estudos posteriores
demonstraram que o fator de transcricdo MEF2 interage diretamente com esse
fragmento do gene pin. Diante disso, ensaios de interagdo proteina-proteina
foram realizados para determinar a possivel interacdo entre FAK e o fator de

transcricdo MEF2.

Portanto, através de ensaios de precipitacdo e de coimunoprecipitacao,
investigamos a associacéo entre a FAK e o fator MEF2. Procedeu-se a uma
imunoprecipitacdo de extrato nuclear de ventriculo esquerdo de coracao de ratos
submetidos a coarctagao da aorta com anticorpo anti-MEF2 e em seguida western
blotting com anticorpo anti-FAK para demonstrar se havia associagéo entre as
duas proteinas. Os resultados mostrados na figura 13 A, demonstram que a
imunoprecipitagdo do fator de transcricdo MEF2 precipitou também a FAK do

extrato protéico.

Para confirmar a associacdo e determinar qual dominio da FAK é
necessario para esta interagdo, realizamos um ensaio de precipitagdo com
proteinas recombinantes, GST-FERM e GST-Cterminal da FAK, com o extrato
nuclear de coragdo de rato e em seguida western blotting com anticorpo anti-
MEF2. Na figura 13 B é mostrado o blot representativo deste experimento.
Observa-se que apenas a construcdo GST-Cterminal foi capaz de recuperar
MEF2 no extrato nuclear de coragao de rato submetido a sobrecarga pressorica

por 60 minutos.
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Para determinar se a interacdo € direta e dependente do estado
ativado da FAK (pFAK), por meio de sua fosforilagdo no residuo de tirosina 397,
realizamos ensaios de interagdao entre a proteina recombinante GST-MEF2 (1-
169) com a proteina purificada FAK. Para isso FAK recombinante foi submetida
ao ensaio de fosforilagdo in vitro com adenosina tri-fosfato (ATP) por 2 horas e em
seguida ao ensaio de interagdo com a proteina recombinante GST-MEF2 e o
controle GST. Em paralelo a proteina FAK néo fosforilada foi também submetida
ao ensaio de interacdo com as proteinas recombinantes. O resultado da figura 13
C demonstra que a interagédo entre FAK e GST-MEF2 ¢ direta e dependente do
estado fosforilado da FAK. Por fim, para determinar se a interagdo entre
FAK/MEF2 ocorre através da porgao Cterminal da FAK, realizamos ensaios de
precipitacao utilizando a proteina recombinante GST-MEF2 e a por¢cao Cterminal
da FAK clonada em cauda de histidina. Conforme demonstrado na figura 13D ha
uma interacao direta entre a porgao Cterminal da FAK e a proteina recombinante

GST-MEF2.
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Figura 13. A) Western blotting representativo da interagéo entre FAK e MEF2 por
ensaio de coimunoprecipitagéo.

B) Ensaio de precipitacao (Pulldown assay) entre as proteinas recombinantes GST-
FERM, GST-Cterminal e o controle GST, com extrato nuclear de coragdo de rato
submetido a coarctagao da aorta por 60 minutos.

C) Ensaio de precipitagdo para demonstrar a interagdo direta entre a proteina
recombinante GST-MEF2 e a proteina purificada FAK fosforilada no seu sitio de
autofosforilagao (FAK + ATP).

D) Ensaio de precipitagcdo para demonstrar a interagcdo direta entre a proteina
recombinante GST-MEF2 e a porgdo Cterminal da FAK clonada com cauda de
histidina. KDa - KiloDalton
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4.6 Funcao regulatoria da seqtiéncia intrénica plni1 e o efeito do estiramento
na expressao do gene reporter.

Ensaios de gene reporter foram realizados utilizando vetores que
expressam a proteina fluorescente EGFP. Para isso, regiao intrénica de 182pb do
pln (pini1) foi clonada em um vetor basal ptkEGFP, originando o plasmideo (ptk-
PLN-EGFP). E um outro vetor foi gerado, inserindo uma mutagéo no sitio de
ligacao do fator de transcricao MEF2, originando o plasmideo (ptk-MUT-EGFP).
Os plasmideos foram transfectados em cultura de midcitos cardiacos, de ratos
Wistar neonatos de 1 a 2 dias de vida, sobre laminulas de vidro. Apds 48 horas de
transfeccéo as laminulas foram submetidas a marcagcao com faloidina e fit e as
imagens foram capturadas utilizando microscépio de fluorescéncia. A figura 14
demonstra que somente as células que receberam o vetor ptk-PLN-EGFP,
apresentaram marcagao especifica na regido citoplasmatica da célula,
correspondendo a expressao da proteina fluorescente EGFP. Tal marcacdo nao
foi observada nas células transfectadas com o plasmideo basal (ptkEGFP) e nem
com o plasmideo carregando a mutagéo no sitio de ligagdo para MEF2 (ptk-MUT-

EGFP).

ptk-EGFP ptk-PLN-EGFP ptk-MUT-EGFP

Figura 14: Microscopia de luz ultravioleta demonstrando o ensaio de EGFP nas células que
receberam os vetores ptk-EGFP, ptk-PLN-EGFP e ptk-MUT-EGFP respectivamente. As
imagens s&o compostas pelo filtro vermelho e verde no alto da figura (figuras menores) e pela
sobreposi¢cdo de ambas as imagens (figuras maiores).
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Além disso, foram realizados também ensaios de gene reporter
utilizando vetores que expressam a proteina luciferase. Para isso, o fragmento
plni1 foi clonado em um vetor ptkLUC, originando o plasmideo (ptk-PLN-LUC). Os
plasmideos foram transfectados em cultura de midcitos cardiacos, de ratos Wistar
neonatos de 1 a 2 dias de vida, sobre placas de silicone. Apos 24 horas de
transfeccdo um grupo de células foi submetido ao estiramento pelo periodo de 60
minutos. A leitura da atividade de luciferase foi avaliada apds 48 horas de
transfecgdo. O ensaio demonstrou que, nas células néo estiradas, o fragmento
plni1 (gene reporter) induziu um aumento de aproximadamente 5 vezes na
atividade de luciferase nas células transfectadas com ptk-PLN-LUC em relacao as
células transfectadas com ptkLUC. Ja as células que foram submetidas ao
estiramento por 60 minutos e transfectadas com o vetor ptk-PLN-LUC, a atividade
de luciferase apresentou um aumento de 13,5 vezes em relagdo ao vetor basal
ptkLUC (figura 15 A). Portanto observamos que houve um aumento de 2,7 vezes
na atividade de luciferase nas células transfectadas com o plasmideo e

submetidas ao estimulo mecanico por 60 minutos em relagéo as células controle.

Por outro lado, para avaliar a importancia do sitio de ligagdo para o
fator de transcricdo MEF2 na atividade de luciferase do gene reporter, um outro
vetor foi gerado, inserindo uma mutagao no sitio de ligagao do fator de transcrigéao
MEF2, originando o plasmideo (ptk-MUT-LUC). Conforme descrito anteriormente
as células transfectadas com ptk-PLN-LUC apresentaram um aumento de
aproximadamente 5 vezes na atividade de luciferase em relagdo as células
transfectadas com ptkLUC. Ja os midcitos cardiacos transfectados com o vetor
ptk-MUT-LUC, apresentou um aumento de apenas 1,5 vezes em relagao ao vetor
basal ptkLUC. Portanto, conforme podemos observar na figura 15 B, as células
que receberam o vetor carregando a mutagdo no sitio de ligacdo do MEF2
apresentaram uma reducgéo de aproximadamente 70% na atividade de luciferase

em relagao as células que receberam o vetor ptk-PLN-LUC.
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Estes dados sugerem que a regido intrébnica de 182 pb possui uma
funcao regulatéria na expressdo génica e que esse papel é dependente da

ligacao do fator de transcricdo MEF2 ao seu sitio especifico no DNA.
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Figura 15: A) Grafico representativo demonstrando a atividade de luciferase das células
transfectadas com o vetor basal Tk e das células transfectadas com o vetor contendo a regido
intrénica p/ni1 e submetidas ou ndo a 60 minutos de estiramento. (*p<0,05 comparado ao TK;
#p<0,05 comparado ao CT).

B) Grafico representativo demonstrando a atividade de luciferase das células transfectadas
com os vetores ptk-LUC, ptk-PLN-LUC e ptk-MUT-LUC respectivamente. CT: Controle.
(*p<0,05 comparado ao TK; #p<0,05 comparado ao MUT). U.A.- Unidades Arbitrarias.
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5. DISCUSSAO




A FAK ¢é considerada uma molécula candidata para a
mecanotransdu¢gdo em midcitos cardiacos. A rapida ativacdo da FAK por
estimulos mecanicos, apresentando pronta fosforilacdo em tirosina, desencadeia
uma série de cascatas de sinalizagdo envolvidas na regulacdo da expressao do
programa génico hipertrofico e crescimento celular. Estudos anteriores
demonstraram que a FAK acumula-se no nucleo de midcitos cardiacos
submetidos a estimulos mecanicos. No presente estudo, foram apresentados
dados da fosforilagdo em tirosina da FAK, sua distribuicdo subcelular e a
interacdo com o fator de transcricdo MEF2. Além disso, foram apresentados
dados sobre a interacdo do fator de transcricio MEF2 com a regido intrénica de
182pb do gene pln imunoprecipitada em ensaio de ChIP com anticorpo anti-FAK.
Por fim, ensaios com gene reporter, que demonstram que a regiao intrénica plni1

possui fungao regulatoria.

Utilizando anticorpo fosfo-especifico dirigido para a tirosina 397 da
FAK, demonstramos que a coarctagédo da aorta induziu uma rapida fosforilagao da
proteina, visto que com 10 minutos de sobrecarga pressorica, ja foi possivel
detectar aumento nos niveis de fosforilacdo da FAK. Esse aumento nos niveis de
fosforilagdo, ndo foi acompanhado com aumento nos niveis de expressao da
proteina. Outros trabalhos também apresentam resultados semelhantes sobre a
fosforilagao e expressao da FAK em resposta a sobrecarga pressoérica (FRANCHINI
et al., 2000; DomINGOS et al., 2002; ToRsONI et al., 2003; FONSECA et al. 2005;
TORSONI et al., 2005). A fosforilagdo da FAK em tirosina € um evento critico na
atividade dessa proteina por promover uma alteracdo conformacional na estrutura
da molécula e criar sitios de alta afinidade para a ligagdo de diversas proteinas

envolvidas na sinalizagao celular (FRANCHINI et al., 2000; DOMINGOS et al., 2002).

Ainda mais interessantes s&o os resultados que demonstram que a

FAK acumula-se no nucleo de miocitos cardiacos de ratos submetidos a
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coarctacao da aorta. Os resultados demonstram que esses animais apresentaram
um aumento na quantidade de FAK na fragdo nuclear quando comparados aos
animais controles. Esses dados estdo de acordo com dados anteriores que
indicaram um aumento na quantidade de FAK nuclear em animais submetidos a
coarctacao da aorta e em midcitos hipertréficos de ratos espontaneamente
hipertensos (Y1 et al., 2003; FONSECA et al., 2005). Sua presenca no nucleo, tem
importancia na regulacédo da expressao de genes envolvidos no controle e na

efetivacédo da resposta hipertrofica do miocardio.

Muitas outras proteinas associadas a adesdo focal, apresentam
comportamento de migrar para o compartimento nuclear, dentre elas a Zixina, a
Paxilina e a proteina muscular LIM (Y1 et al., 2006; BOATENG et al., 2007). Uma
vez no nucleo, essas proteinas podem estar envolvidas em diversas funcoes,
dentre as quais, na estruturacdo da cromatina, regulagdo da atividade

transcricional e processamento e exportacdo do RNAm (SENYO et al., 2007).

Por exemplo, a proteina Abl é pertencente a familia de tirosino
quinases nao receptoras que apresenta, em sua estrutura, um peptideo sinal de
localizag&o nuclear. Esse peptideo sinal é capaz de se ligar a um receptor nuclear
que permite a passagem da proteina, pela membrana nuclear, para dentro do
nucleo, onde interage diretamente com o DNA através do dominio Cterminal
(DAVID-CORDONNIER et al., 1998; DAvID-CORDONNIER et al., 1999). Portanto é
possivel que assim como a Abl, a FAK e outras proteinas tirosino quinases sao
capazes de migrar para o nucleo, associar-se com o DNA e assim participar na

regulagcéo da expressao génica.

Apesar do fato da FAK n&o possuir a sequéncia de localizagao nuclear,
€ possivel que a passagem dela para o compartimento nuclear seja dependente
de modificagdes pds-traducionais, como a sumoilagédo, ou também mediado pela

interacdo com outras proteinas. Dessa forma, sdo necessarios estudos adicionais
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a fim de compreender o papel da FAK no nucleo de miécitos cardiacos
submetidos a estimulos mecanicos. Uma vez que a fungdo da FAK no nucleo seja
dependente da interagcdo com outras proteinas ou com o DNA, a identificagdo de
proteinas ou de seqiéncias de DNA associadas a FAK no nucleo de miécitos
cardiacos, pode fornecer bases para o entendimento do papel da FAK na

mecanotransducdo em miocitos cardiacos.

Conforme descrito anteriormente, ensaios de ChiP utilizando anticorpo
anti-FAK demonstraram que a FAK esta associada a uma regido intrénica de
182pb do gene pin. Diante disso, estudos foram realizados a fim de estudar a

interacédo entre FAK e plni1 e a possivel fungao regulatéria transcricional do p/ni1.

Inicialmente, foram realizados ensaios com extratos nucleares de
coracgao de ratos controles ou submetidos a diferentes tempos de coarctacéo da
aorta (10, 30 e 60 minutos), a fim de avaliar se proteinas provenientes de extrato
nuclear eram capazes de se ligarem a sonda p/ni1 e se essa interagdo aumentava
em resposta a sobrecarga pressérica. Conforme os resultados de EMSA descritos
anteriormente, extratos nucleares de coragcdo de ratos coarctados, quando
comparados aos de ratos controles, apresentaram um aumento na formacao do
complexo DNA/proteina a partir de 10 minutos de constricdo da aorta. A
intensidade do sinal ndo apresentou diferenga significativa com o aumento no
tempo de coarctacdo. E possivel que a sobrecarga de pressdo provoque uma
ativagcao de proteinas sinalizadoras, que carregam informagdes ao nucleo celular,
levando a modificagdbes na estrutura das proteinas que se ligam ao DNA,
aumentando a afinidade dessas proteinas a sonda pl/ni1. Por exemplo, o fator de
transcricdo MEF2 é capaz de se ligar a uma sequéncia especifica no DNA, porém
a atividade da FAK é um fator critico para a ativagdo do fator MEF2 em resposta a

estimulos mecanicos (NADRUZ et al., 2005).
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Ensaios de EMSA realizados para estudar a interagcao direta entre FAK
e plni1 demonstraram que nao houve interagao direta da FAK, nem das fracées
Cterminal ou FERM, com pl/ni1. Portanto, é possivel que a associagédo da FAK
com o pini1 seja de forma indireta, ou seja, através da interagdo com outras

proteinas ligantes ao DNA.

De acordo com essa hipotese, existe a proteina citoplasmatica [-
catenina, que, assim como a FAK, acumula-se no nucleo celular em situacbes de
estresse, associa-se ao DNA indiretamente, através da interagdo direta com o
fator de transcricdo LEF-1 (Lymphoid Enhancer-binding Factor). Além disso, a
interacdo entre essas duas proteinas provoca um aumento na atividade
transcricional do fator LEF-1, sugerindo que a B-catenina é capaz de regular a
expressdo génica, através da interagdo com o fator de transcrigdo LEF-1

(BEHRENS et al., 1996).

Tendo em vista que nao foi possivel confirmar uma interagao direta da
FAK com plni1, decidimos avaliar a possibilidade de que a interagdo se da através
da cooperagado com fatores de transcrigdo. Para isso foi realizada uma busca por
sitios de fatores de transcricdo na sequéncia isolada pini1, que demonstraram a
existéncia de um sitio para o fator de transcrigdo MEF2, conservado no gene pin
de rato, camundongo e humano. Estudos adicionais utilizando EMSA
demonstraram que a proteina recombinante GST-MEF2 foi capaz de interagir
diretamente com a sonda pinii. E importante destacar o fato do fator de
transcricdo MEF2 interagir com a regido intrénica do gene pln, sendo que a regido
promotora do gene p/n n&o possui sitio para ligagao do MEF2. Ou seja, o papel do
MEF2 na regulacao do gene pln, pode ocorrer através da regido intrénica, que
possui fungao regulatéria transcricional, agindo como uma regido intensificadora
da expressao do gene. Além disso, nossos dados demonstraram que a mutagao

no sitio para MEF2 reduziu drasticamente a capacidade de ligagdo do GST-MEF2
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a sonda e a expressao do gene reporter. Resultados semelhantes foram descritos
em Drosophila, também em estudos com regides intrbnicas, demonstrando que o
sitio para o fator MEF2 na regiao intrénica no gene estudado é critico e influéncia
na regulacao da expressao desse gene (LIN et al., 1996). Outros estudos também
demonstram que regides intrénicas exercem influéncia fundamental na regulagcao
da expressao génica, funcionando como regides intensificadoras da regido

promotora (MAs et al., 2004).

Neste estudo, utilizando técnicas com gene reporter, demonstramos
que os midcitos cardiacos que receberam plasmideo contendo o fragmento plni1
(ptk-PLN-LUC) apresentaram um aumento de 5 vezes em relagdo as células que
receberam o plasmideo contendo apenas a regidao promotora basal TK (ptk-LUC).
Além disso, quando essas células sao submetidas ao estiramento, esse aumento
sobe para aproximadamente 13,5 vezes. Estudos anteriores demonstraram que
estimulos mecéanicos provocam a ativagao de proteinas sinalizadoras e de fatores
de transcricdo que em ultima instancia leva a um aumento na expressédo génica
(NADRUZ et al., 2005). Portanto esses dados de gene reporter, associados aos
resultados com EMSA, que demonstraram um aumento na interagédo de proteinas
nucleares de coragdo de ratos coarctados com a sonda pl/ni1, demonstram que
estimulos mecéanicos exercem influéncia critica na capacidade de ligagao de
proteinas nucleares a regido intrénica plni1 e na atividade transcricional do gene
reporter contendo a regiao plni1. Os ensaios com plasmideo carregando mutagéo
no sitio especifico de ligagdo do MEF2, demonstraram uma redugdo de
aproximadamente 70% na atividade de luciferase. Resultados semelhantes foram
descritos na literatura (LIN et al., 1996) demonstrando que a mutagao no sitio de
reconhecimento para o fator MEF2 reduziu drasticamente a atividade de
luciferase do gene reporter. Esses resultados demonstram que o sitio de ligagéo
do MEF2 na regiao intrénica p/ni1 tem papel essencial na atividade regulatéria

transcricional da sequiéncia. A redugéo na atividade de luciferase do gene reporter
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mutado, nao foi de 100% provavelmente porque outras proteinas, inclusive outros
fatores de transcricdo, exercem influéncia na ativagdo da regido intensificadora

plnit.

Dados deste estudo demonstram, através de ensaios de precipitacao,
que a FAK interage diretamente com o fator de transcricdo MEF2. Os resultados
demonstram que a interagdo FAK/MEF2 é dependente do estado fosforilado da
FAK. Também, conforme demonstrado anteriormente a interacdo ocorre através
da regido Cterminal da FAK. E possivel que a fosforilagdo da FAK no residuo 397,
provoque uma mudanga conformacional na estrutura da proteina expondo o sitio
de interacdo para MEF2 na regido Cterminal. Essa por¢cao Cterminal da FAK
possui o dominio LXXLL, presente em diversas proteinas co-ativadoras, que é
necessario para a ligagdo da proteina ao receptor nuclear (SAVKUR e BURRIS,
2004). Recentemente, (XIE et al., 2001) demonstraram que a FAK, através da
regiao Cterminal, € capaz de interagir diretamente e regular a atividade do

ativador transcricional STAT1 (Signal Transducer and Activator of Transcription 1).

Além disso, outros trabalhos reforcam a hipétese da interagao
FAK/MEF2. Recentemente, (NADRUz et al., 2005) demonstrou que a FAK tem
funcdo importante na regulagdo da atividade do MEF2 em cultura de midcitos
cardiacos submetidos a estimulo mecéanico. Segundo o estudo, midcitos
cardiacos com diminuicdo da expressdo da FAK pelo uso de antisenso, foi

acompanhado por uma diminuigdo da capacidade do MEF2 de se ligar ao DNA.

Ainda neste contexto, estudos com delecdo condicional da FAK em
midcitos cardiacos demonstram que a inativacdo da FAK compromete a
expressdo de MEF2A e os animais que sobreviveram até a idade adulta
apresentaram dilatagdo do ventriculo direito (PENG et al., 2008).

Interessantemente, o fendtipo de dilatagao do ventriculo direito ocorre também em
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animais com delegcao para MEF2A (NAYA et al., 2002). Esses resultados sugerem

que o MEF2 é um importante alvo da sinalizagao via FAK.
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6. CONCLUSAO




Este estudo demonstrou que a FAK associa-se a uma sequéncia
intrénica do gene pln através de interagdo direta com fatores de transcrigdo da
familia MEF2. Esta regido do gene pin foi demonstrada possuir fungao regulatéria
transcricional, dependente da ligacdo do fator de transcricado MEF2 ativado por
estimulo mecanico. A interagdo da FAK com MEF2 foi demonstrada ser
dependente do dominio Cterminal da FAK e de seu estado fosforilado. Esses
dados indicam que a FAK pode regular processos transcricionais envolvidos na
expressao de genes relacionados ao balango de calcio em midcitos cardiacos, em

cooperagao com fatores de transcricado MEF2.

Estimulo mecanico

Integrina
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Figura 16. Modelo da sinalizagdo via FAK, demonstrando que a FAK transloca-se para o
compartimento nuclear, em decorréncia de estimulo mecéanico, onde interage com o fator de
transcricdo MEF2 e coopera para a ativagéo da expresséo génica do pin.
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8. ANEXO




Anexo 1
Sequiéncia de nucleotideos do gene phospholamban

>ref|NC_005119.2|NC_005119:32000371-32008559 Rattus norvegicus chromosome
20, reference assembly (based on RGSC v3.4)

CGCAGCTGAGCTCCCAGACTTCACACAACTAAACAGTCTGCATTGTGACGATCACAGAAGCCAAGGTAAG
GCACGGTATCACTGACTTTGGACATTCTTACTTTCTGTAATTCGATCTTACTAAACTTTTAAAAGAATTC
TAACCCCTAAATTCCAAAAGCTACATAACAAAAGAATCTATGACAAAATGCTTACTTTCTAAATAAAATC
TCACCCATTTACTGACAGTAAAATTAGACCACTTTAAAAGAGATCCTATTCAGCCTGTTTGGGCTACTTA
CATTTGGTTATTTTGGTTTTGCACATATGAACTCCCGATTTAAAAACCTCCCAATTATATTAGCATATAT
GTTGGTAGAGATAAATTAATTTTCATGCAAACGTAATGGTTTCCTTTGCTATGTGGCTCTGCTGGAACAA
TGCAGGATGAGGTCACTTATTTACCGCTGGGGGACACAGCTTATTCTCAGCTGTTCATAACTGTGGGGCA
TGCACACTGAGCGCACTTACTTGATGATATCATTGTAGCTCTTAAGGTGAGACAGTAAAAGAGATTTTAA
AGAACAGAAAATGGAGACTACTTCTCAAATGCTCTTGATGACTGTTACTCTCTAAAAATTCCAGTCAACC
TTTAAATACTTCTAGAACTTTICATTTTAATAAAGAGAATAGTTTGTTTCAGTTTGATTICTATAAAGAAAA
AGTTAGATATTTTTAAAACAAACACATCTTTTTTAAATGACAGAAAAATAATTCAACATTTTTAAAAATA
AAAAGGGCATTTTGGCATAGGAACATTTCTAAGGAAATTTGAATACATTCTAACATAGAGTACATTTATC
ACATTTTTACTCTCCATTGTTCCTAAGTTTCCTGCCATGAATTTAGAAGTAAAACAAAATATCCAGGAAT
GGAGATGCAACACTGTATTATTGCTATTTGTTACAAAGCTCAATTAAATAAAATGTTTTCTTACTCTTAA
ACCTATTAGATGACATAGAAAAAACTCACTTTTACTTTACTACTTACATTCCTATCATACATAAATGCTA
AATAAAACTGACCTCTATAATTCTCAATTCCTGTAATTCTAACTCAAACACAGCTGTCTCCTACGCAGAA
CTCTTGTCGGGAAAACATCTCTAGTATGTGCTCTTAACTCCAAGGAACCCTAACCAGCCTCTCAATAAAT
TTGTAACCCTAAAAATATGTTTCCTTTGATATTGTACAAATGACACTTGGTGCCAAGTTTATCTGGCAAA
TTTCTGCATTTTTTTACCTTTTTATTTATCCATTTACTGTGGGGGGGGGCATACAATTGCACGTGTGTGA
AGGTCAGAGGAGGGTTTGTAGGAGTCAGTTCTTTCCCCCCACACGTAGGCTTCAGGAACTGAGCTTGGGT
CATCAGGCCTGGCAGCAAGTGAGCCGTCTCCCTGGTCCCTGTGTTTTACTGTAATGCCTATCAATAACAT
TCCCACACTAGAATGACGTGTACAAAAGTTTTTCAGTGGAGTAGGGGGTAGGTAATGAGTTTCTTCCCAC
CAGAATTCCCTTATATAAACAACTTCTAGAAAAAATATAAATTCTGCTATCAAAGCATCTTTAGCAGGTT
AAGAGGATGGCATAATTAGTGCCTGTAGTTAAAATTTTCAATAGAAAGTACAGTGCCAGGTATGCTTGAA
CCATGTGTTCAAAACTAGCTTTATGGTGACATTGAAGTATTTTGTTTATAAAGGTACATGCTTTAAAAAA
AAAGATAAAATCAATGAAGAAATGTAAAAAATATAAAAATTATGAAATATAATGGAAAAAATGAGAAAAA
TTGCTTTACCAAAAAGAGTCACATCAATGTCATTTCCTAAAGCAAATCAAAATTATTTTAACAATATATT
AGTAAACATAAAGGAAAATTATTGTATTTGGGTCATACATTAATATTATTTCTTAATCTCACCAATTAAG
ACATAATATTTGCATTGGTTATATAATTTAAATTATATATTAAAACATTAAGTGAGAATGATTATAGATC
ACCTCTATAAATTAGATAACGTAATTGTATTTATTCTAAAGAACAATTTCCTAAGTGCACACAAAAACTC
CCTTTTACCTTAATTCTTGGTGTATTTGAATCTCTACATCATAATTTGGAAAACAGATTCTAAAACAAGT
GAGGGCTATGAGGTTCACAGAGCTATCCCCAAATACAAGACCTTGAGGAAGAGGTCATTTGCACATCTAA
CCCCACGGTGACTAGCGAGGCTAAGATACACCATCATCCTCACAAGTGCTAAACACTACCAATGGTTACT
TCAAGGAAAAATGAGGATGCAAACTTCTGCTAACTGAAAAGCATTCCTCCGTTTCATTTAAGAGCCATCA
AGTGTTGTATCTGTACTACTCTATGATATTCTAAACATCATCTTCCAAGTCAGGCATAAAAAGTTACTGA
CGTCTTTAGTTTTCACGCAGTAAATTCTAGTCAGCAAAGGCAGACATTAAGATACTACAATCAGTCAAAT
TAAAATATCCAATTATTTAGCTTIGCTTCACTGATAAAAATATACCTGCAATCCATTTAAACTTTITTATCT
AAAAATCAGATTAATTTTCCCATAACTTTGTACAAAGGCTTCAATACTCTATTCCATCCCTACATTCCAT
CAATTTCATTTCTTACAATTTACAAACTATCCAAGGTCACTGTTTTCAAGGTTCCTGAATGAATTTTGCA
TTGCTATTTACACTATGAGAATAATTTTCATCTAATATAGGAATTCACACATTGATCAGAGCAACAAAAG
TGAAAACTTAAGAGTTGGGGCTGAAGAACGTAACCTTTCTAAACCACAGCAGCACGGCTGATAACAGCAG
TCTCTTCGGACAGTTCCAAGAGTGTGTAGTACCTCAGCTTCCTGGCCCAGCACAATTCTGAAGCACGCAT
TACTAAATAAACAATGGAGATAAAGCCTGAGTGTGTGCCCCGCCCCCTCACAGAGTCCCGGTCAACCGAG
GACCTCTAGTGCTTTAGAGCGCGAACTTCATCTTCCGGCTTTCGATGAGTTGAGTCCATCAATGCACTAT
TTAGCAGGGGTTTGTTTACTAAGTGCTGCTCAATGTTCCTTAGTACTTCCCCAGTACTCTCTGCCCACAT
CCTCTTTTTTAAAAAATACAGATGCTGGAGGGTTGGGGATTTAGCTCAATGGTAGAGCACTTGCCTAGCA
AGCGCAAGGCCCCGGGTTTGGTCCCCAGCTCCAAAGGGGGGAAAAAAATACAGATGCTGAAGCTTCATGT
AAGGCTACAAGCACTTTCACGGTGGCACACTTGAATCTCAGGCTAAAGTAGGACTGCAGAGTTCAAGACT
AACTAACCAGTGTGACACACACAGACCAGGCAAGACCACACAGTCTAAAAACAGGGCTGTGTTAATTCAA
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ACAAATATGTTTAATTTCACATGTAAAATAAATGTACATCAATTAAAACAAACCTACAGACAAAACAGCA
ATAGCCATGAGCTAACTTCAGAGGGAAAGAGTTAAACAGACCAAATTTTTAATTTGGTCCAATTTCATTC
TGTTTACAGAATTTTTATCACAACCAGATACAACAAAGCTGGGGACAAAAGAACTTCCTAGTTCACAACT
CAGCAGTCTTACAAGAACTTTACCACAGTGAACTAGCTAACAGGTTGACATGAAGTATGTTCACTGCAGA
CCAAGATCAGGACTCCTGCAAGGCTTGATGTCTTCTACCTGACAGGTTCCTAACAAAGGATATGGCGGTG
TTTGTTTGTCTGTCTGTAGCCAGGGTCTCACTAGAAAGCCCTGGTTGCCCTGGAATTTGCTGTGCAGATG
AGACTGGCTTAAACTCACAGACCTCAGCTTGCCTCTGCTCTCTCTCTGGAATGATAAGACTAAGGCACAA
GTCACCAAACCTGGCAGTATGATAGTTGAAGGATTGCCTGTAGTTTTCCTCTTTCCTCCTCCTATTAAAT
AAAAAAATCATACTTTTGAACTTAATTTCCTAAGTTTCAATTTTAACTTCTTTAAACAGAGAGAGAGAAA
AGACTATAAAAGTTCTCACTAGGAAAGAAAAGTAAAGGATTGGTGATAGCATTCAACCCTTCCAAAGATG
CGAACAGATCCCACATACATAGAACACTGGGTACTCTTCTGCTTCCTACAGAATAACTAAAAGACAGGAT
CTCATATCTCCCACAACCAAACACACACCATTTTCAGAACTCTGGTACAAAAGTCAGAAAGATTAAACTT
TAAATTAGTCCATAATTAAACAGGCTCTGAGTCTCTAGCAAACATCCAATAAGATGGGCACACTATTTICT
GAACACCCTAAAATGCTATTTTTGTGCACTGCCCACCCAATCTTAGTGTTGCTATAAGACAGGAAGAGAC
TACAGAATTTCCAAACTCAGAGTAATGGTCAGTGCAGAACACAAAGTGACCACTTGACCCCAGGTTACAA
ACTGACTATTCTGAATGCCTGACTTTCAATTCTCAGCCTGGGAAAGGAAGCCCCACCCCGCATGTTTTAG
AAACCCAGAAAATAATCCGAGCTATAGCACTACAGAATAAACTGAGCCAAAAATTTACATGCATATCATG
GACATTCCATTATATAAAGTGGATATATGCTCAGTTTTAGTCATTACTTTAAACTTGTTACAAATCACTT
AATAATTATGACACGTTTCTAAGCTCGCCAAGAAGTACGTTATTTTTTCCCCGTCACTGTGTCCTGTATA
TCTAATTTCTCTATGGAAACAAAGGGCTATTACATGATGTTCTAAATGTATCATATTTTATTTITATICTA
GATTTTTTTATTTGGGTGTATTTGTGTGTTTTCATTAAGCATATGTCTGTATGAAAGCATGAAGGTACCC
AAAGAGACCAGAAGAGGGGATGCTGTAGCCTGAGGTAGAGTTACAGCTGGCTTCAAGCAGCCTAACGAGT
GTTGGGGACCAGACCCACGTCCTGTGAGAGGGCAGTACGTGTTCTTAACCACTGAGCCATTTCACCAGCC
CCTGAAAGTATATTTTCAATAGTTGACAGCATATCTICTTTTTATCTCATAGATACATTTGTGCAAAGCCT
AATTCAACTTAATGTTGGGCTAAACAAGAAACCATTAATTTAGGGAAGTCCTCCTAAGCCATATTCTCAT
ATTTTCTTCACCTATGAATAGAAGAGACTTAAGAACATTTGTGCTGATGAGTTCAACATCAAATCCTAGG
AATCAAATTGGTTAATATGGTAATTAGTCATAAAAATCTCATTCAACTGTTTGACTTAATTAAATCACGC
TGATTTTCTGCACAGAGACCCAGAGTCAGCATTGCTCCCTTCACTCACAGACTGGAAGCCCAAGGCAGGG
ACATAGACACTGAAAGCACAGCCTGACGTAGCAAGACTTTAGACTTAAGGCTCAGCAGGTTGGGGAGTCT
ACATTGACTGAGAAGGTCTTACCGGGACAGAGCACTTCAACTGAGCTTTAAGGATCAAATCAGTTTTGTC
TGAGAATCAAGAGGTAAAGGGGCAAAGGGCGTTCCAGGCAGAGGCAGAACAATGTGTGCAAAAGGCACAG
TCGGTGTTTACAGAGATGAGGCGTGTCTGGGACTGAATCACCAAGTGTCAAGATGGAGCATGGCTCCCGT
GCGTGCTTTAGGAGGAACTGAAAAGCTCGTTCCTCTTCCACATGTACGTGCGACAGCTTCACTCCCTATC
TAGGCTGCACTCAACTTACCACCCTGCCATGGCCTCACGTACACTGGAACTGCAGGTGTGAACACATCTT
TTAATAATCACTGAAACATTATAAAAACTATGTAGGCTCAAGCGGGGATTACCAGTGCTCATTTGTGTTT
CTCATACCTATACTGCATTACGCATCTTCCTATAAAAACCTGTCAAATATATACTCTCCAACACTATAAA
TTACATAGATTTATAGTAAACTAACAGGAGCACATACTACTTGATGGTACTTTATTGCTATAGTATTTTA
TCTGCAGAATTCAAAGGAAAGTAATTAAATAAGCCAGGTTTGAATTCCCATCTTTTAAACTGAAAAGTCT
ATGGCTAAATTCAGCCACCTGTCCTAAACAATGCACACACGCTAGACAAACGTTAACTGTTATTACTAAC
ACCTGAAAGCAGTTGGATATAAATTGACTCTTTTTGGTTCCTTATCACAGGCATACATAGATGAAGGACA
GAGACATGTGCCAAATCTCCAGTCTCTTTCAAAATTCAAAATATAATAGAGCCAAGTTGAAGACCTAACT
GGGAACTACAGCATCTGACTGTCATATAACATGGTTTCTTTTTAAAAATAAATACCAAGTTCTAACTGGT
TCTGCATGATGCAAATCTCCCCCGTCCCAGTCTCTCTACTCGCCAGCACTTGCCTCGGGTACAGGGCCAC
AGCTGAGCTGAGAGCCGACGGAGACCGTCAACCCTGCCAGCTAGAGTGCATTTCTCAATAAATCAGACCT
TGTTGTCTCTAGACAGTAAATAACTGCACTTTATTTTATATTCTTIGTTTTAAAACTGATTGTAAACAGTA
TTCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTACCAGCCCTGGGAACTCCTTCACTCAGTCAGCAAAGG
CAGAAAGGAGGCCTCCAGTTTGAGGCCAGTCTIGTTCTGTGTAGAAAGTTTTAGGCTAGTCAGGATTACCT
AGCAACACCCTGTGTCCAAACAAATAAATAAATAAAATGTTAGTGATAAACAATAATAATCTCGAAGTCA
AAGCAGCCGCTGCCTCTAGACAGCTCACTGGTTTATTTTAAACCTGTACTAATTTTCTGTTAATAAGCTT
TATTTGGTCAGCAGTGGTTTAAGAGCTTGGGGAGGGGGGGACACAACCCCACCCCTGGCCATCAGGATTA
GCTGAAAACTGGAACTGTCTGGGATAGTTCAGAATCATAGCCCTTACTGTGCCTCCTCCCGAGCTTGGCG
GTCTTCAGCACTTGACCACCTTGTTGTTTAGAGTAGCACTAACCAGGAGGCTGTACCTGGGAGGAGTCAG
GAGGATATGTATACGATTAAATGCACTGTGTGATTCCACAAAAGCATAAACCATAAAGGAAAATGGCAAG
CCGCTAGAACCTGTTTACTTCATATTTAACTTITTCACTTAACCATTTTATTTCAAACTAAAACTAAGATC
CAAGATATAAGTTACTATATGCATCTTIGTTATGATTAGTTCCGAAACATTTATAATAATAAATGTTCATA
CCAATTGTGTTTACAGAGAAACAGTTTTAAAAAAAAACAAACAAACAAACAAGGAAACCGTCCCAAAGAA
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GCATTCCATGAATCAAGTAATAGGTGCCAAACCTCCAGCCCCTCCGCTCACCCAGGACGAGTGCTAACAT
ATGAGAGGAGCAGAGAGGCTGGGGCTGTAGACAGTGATAAAATACAGCACTGAGGAACATGAACCGGTAC
AAAACTGCATATCTATCCAGAGAATGGGTTTAGTATGAACCTAATCCTTTTACTATTTTTACATTCCAGG
CCTCCTAAAAGGAGACAGCTCGCGTTTGGCTGCCTGCTGTCAACTTTTTATCTTTCTCTTGACTACTTAA
AAAAGACTTGTCTTCCTACTTITTGTICTTCCTGGCATCATGGAAAAAGTCCAATACCTTACTCGCTCGGCT
ATCAGGAGAGCCTCGACTATTGAAATGCCCCAGCAAGCGCGTCAGAACCTCCAGAACCTCTTTATCAATT
TCTGTCTCATCTTGATATGTCTGCTGCTGATCTGCATCATTGTGATGCTTCTGTGACAAGCTGTCGCCAC
CGCAGACCTGCACCATGCCAACGCAGCTTACAACCTGGCCCTCCACCACGAGGGAGGCAGTGCCGLCLCGLC
TTCCTGCTGGACATCGTCGTGAAGGTCACGATTAAGAGTGAGACTGATGGCAGCCAGTGTGATCATCGGC
TGGATCTTGTAAACTTTACCACGACTAAGTGTGCACAATGTAGCTGCCCGTTTCCTCAGTGTGGCTCATA
AATGTCTTTCCTAAATACTTCTGACATTGTAGTATGAGTTTTAATTTTGAAACAGCACTACAAAAAAAGT
TCACTTTCTATATCCAGCACTAGAAAGTTCAACTTATAGCTTCAGTTTGGGGAATAAATGAAATTTAAA

[_1Primers para amplificagéo do plni1.

[ Regiao onde foi realizada a mutagéo no sitio de reconhecimento do fator de
transcricdo MEF2.
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