——

= S
%/ R PP -

XXIX Congressa de Iniciagéno Cientifica o
\ J/ JJUNICAMP o
\Q%\\ // - :::_—

ESTUDO DA INTERACAO E LOCALIZACAO SUBNUCLEAR DAS PROTEINAS FAK E
BCLAF1 DURANTE A RESPOSTA AO ESTRESSE GENOTOXICO EM MIOCITOS H9c2
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INTRODUCAO

A proteina tirosina quinase 2 (FAK/PTK2) ¢ uma proteina da familia tirosino-quinases do
tipo nado-receptor crucial para a regulagdao de funcdes celulares distintas [1-5]. Estudos com foco na
sinaliza¢do ativada por quimioterapicos antineoplasicos em midcitos cardiacos vém demonstrando a
importancia da FAK para a sobrevivéncia e resisténcia celular frente ao estresse genotoxico [6].
Dados preliminares de experimentos de co-imunoprecipitacdo (co-IP) demonstraram que FAK
interage com proteinas que modulam a resposta ao dano no DNA (DDR), como a BCLAFI.

Durante essa resposta, BCLAF1 promove a transcri¢ao do gene TP53 por meio da interagao
com PKCd, processo que culmina em morte celular por apoptose [7]. Também foi demonstrado que
BCLAFI1 regula o processamento de mRNAs de proteinas envolvidas no reparo do DNA e
apresenta-se localizada em pontos nucleares distintos durante o estresse genotoxico [8]. Este
trabalho teve como objetivo validar se o estresse genotoxico promove ativacdo da FAK e sua
interacao com a proteina BCLAF1 em miocitos H9¢c2. Também foi objetivo desse projeto descrever
a localizagdo subcelular dessas proteinas apos o estresse genotoxico.

METODOLOGIA

Com a finalidade de validar a interacdo entre FAK e BCLAFI1, experimentos de co-IP e
western blotting foram realizados utilizando-se anticorpos especificos para cada uma das proteinas.
Para avaliar a ativacao de FAK e a distribui¢dao das proteinas BCLAF1 e FAK em condig¢des basais
e sob estresse genotoxico, miocitos H9¢2 foram separados em grupos controle e tratados com doxo
(1uM; 12h), imunomarcados para ambas proteinas e também para y-H2AX. Posteriormente, foram
obtidas imagens por microscopia de super-resolucdo por iluminagdo estruturada (SR-SIM), que
foram analisadas pelo software ImageJ (Fiji) e scripts em Python.

Foram obtidos os valores de intensidade integrada de fluorescéncia no nucleo para analise de
expressao de BCLAFI1 e FAK. Além disso, foi calculado o coeficiente de correlagao de Pearson
entre os diferentes canais para determinar a taxa de colocalizacdo das proteinas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. BCLAF1 interage com FAK em células em condicdes basais e mais intensamente em
células tratadas com doxo

A fim de validar a interacao entre FAK ¢ BCLAF1 em células H9¢c2 (cardiomioblastos

ventriculares) foram realizados ensaios de co-imunoprecipitacdo utilizando-se miocitos controle e
submetidos ao estresse genotoxico. Na figura 1 observa-se a banda correspondente 8 BCLAF1 no
imunoprecipitado de FAK tanto no controle quanto no grupo doxo. Notou-se também que o estresse
genotoxico, promovido pela exposi¢ao a doxorrubicina, aumentou a associacdo de FAK com a
proteina BCLAF1 em midcitos H9c2.
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Figura 1. FAK interage com BCLAF1 em extratos de células controle e tratadas com doxorrubicina. Experimentos de Co-IP seguidos por western
blotting confirmaram a interagdo entre FAK e BCLAF1. Extratos totais obtidos de células controle e tratadas com doxorrubicina (doxo) foram
incubados apenas com a resina, na auséncia do anticorpo anti-FAK, como controle experimental (No ab). N=2 grupos experimentais.

2. FAK e BCLAF1 co-localizam no nticleo de miocitos H9c2 e o estresse genotoxico

modula essa co-localizaciao

Dada a importancia de BCLAF1 no reparo ao dano no DNA e sua intensa interagdo com
FAK, foi verificado se ha colocalizacdo dessas duas proteinas no compartimento nuclear e se o
estresse genotoxico causado pelo tratamento com o doxo modula essa distribui¢ao. As células H9¢c2
foram divididas em grupos controle e tratadas com doxo (1uM), por 12h.

Os dados obtidos de experimentos de microscopia SR-SIM revelaram que em midcitos
H9¢2 em condi¢des basais, ambas as proteinas encontram-se homogéneas e amplamente
distribuidas pelo nucleo. Com o estresse genotdxico, ocorreu um aumento da concentragao de FAK
e também de sua ativagdo/fosforilagdo no nucleo (Fig.2A-B). Também foi observado que o estresse
genotoxico promoveu uma redistribuicao de FAK e de BCLAF1. Esta proteina passou a agrupar-se
em pontos (clusters) distribuidos ao longo do nucleo, nos quais observou-se também um acumulo
de FAK (Fig.2C).
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Figura 2. A-B. Tratamento com doxo altera a redistribui¢do e ativagdo nuclear de FAK. Imagens representativas de microscopia SR-SIM compostas
pelos planos nos quais notou-se a presenca de DNA, pela marcagdo com DAPI, excluindo-se os planos dos Esseextremos inferior e superior do
nucleo. A regido nuclear foi delimitada para quantificagdo da intensidade de fluorescéncia da proteina FAK e de sua versao fosforilada (pFAK).
Abaixo, regides nucleares ampliadas. Ao lado, graficos em barras demonstrando a quantificacdo de FAK e pFAK nuclear em células controle (CT) e
tratadas com doxo. Verde: FAK; Magenta: Filamentos de actina (Faloidina); Azul: Nicleo (DAPI). C. Tratamento com doxo promove associagdo de
FAK com BCLAF1. Imagens de microscopia SR SIM obtidas de células controle e tratadas com doxo. Nas imagens representativas, FAK esta
marcada em verde (canal 488nm), o DNA em azul (canal 405nm) e a BCLAF1 em vermelho (647nm).
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Para quantificar a colocalizagdo de FAK nos clusters nucleares de BCLAF1 foi calculado o
Coeficiente de Correlagao de Pearson (R) pixel a pixel entre os canais da FAK e da BCLAF1. Os

dados obtidos demonstraram uma maior taxa de colocalizagdo dessas proteinas nas regides dos
clusters de BCLAF1 em relagdo as areas randomicas (Fig. 3).
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Figura 3. Clusters de BCLAF1 sequestram FAK durante estresse genotoxico. A-B. Areas de clusters de BCLAF1 foram selecionadas utilizando-se o

programa ImagelJ (Fiji). Foram coletadas 72 areas de clusters de BCLAF1 e 72 areas randomicas. Escala: 1pm. C. Histograma dos coeficientes de
correlagao pixel a pixel entre BCLAF1 e FAK nos clusters de BCLAF1 e areas randomicas (Correlagao de Pearson).

3. Clusters de BCLAF1 estao presentes em células com danos extensos no DNA

Para analisar a relacdo entre a extensdo de danos no DNA e formagdo dos clusters de
BCLAF]1, foi realizado um experimento em células expostas a doxorrubicina (1uM) por 3h, e

posteriormente, essas células foram mantidas em cultura por Oh, 24h e 48h apds exposi¢do a doxo.
Os dados de SR-SIM demonstraram que BCLAF1 se distribui de forma difusa e homogénea pelo

nucleo apds 3h de exposicao a doxo e que ap6s 24h e 48h do periodo de exposi¢do a doxo, ocorre a

formacgdo dos clusters (fig. 4A e B). Apos 48h, 100% das células apresentaram os clusters (fig 4C)
e, além disso, houve uma intensa morte celular nesse periodo (fig 4D e E).

A Oh 24h 48h

BCLAF1
e DAPI

10 pm 10 pm

BCLAF1

g
3

&
&

w
a

/ *HEE

Cluster's number | coll

s

Caoll with BCLAF1 cluster (%)

- B & 2 B

oh 2ah 48k

Call number | 520 m2
B
MTT absorbance at 570nm

Oh 24h 48h Oh  24h 48h

Figura 4. A formagdo de focos de BCLAF1 ocorre apos estresse genotdxico. A. Imagens de SR-SIM demonstram que ap6s 3h de exposi¢do a doxo
(Oh) ndo ha formagao de clusters de BCLAF1, apenas a distribuigdo difusa dessa proteina pelo niicleo. Apds 24h da exposi¢do, nota-se a formagao dos

focos dessa proteina. Com o decorrer de 48h, ¢ possivel observar BCLAF1 concentrada apenas nos focos, sem a distribui¢ao difusa encontrada em

absor¢do em experimento de MTT.

células controle ou com zero horas apds a exposi¢do a doxo. B. O grafico demonstra a quantidade de clusters de BCLAF1 nas células tratadas com
BCLAF1 nos trés tempos estudados. D-E. Gréficos em barras demonstram a densidade celular em imagens de 520 pm?® de é4rea e a reducio da

doxo (3h; 1uM) logo apés o tratamento (Oh) e com 24 e 48h apds a exposi¢do. C. O grafico demonstra a porcentagem de células com clusters de
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O mesmo tratamento de 3h foi realizado a fim de analisar a extensdo de danos no DNA
pela marcacdo de y-H2AX (verde). Esse experimento revelou um aumento significativo da
quantidade dos sitios de y-H2AX até 48h apds o periodo de exposi¢ao a doxo (figura SA). Foi
observado também uma tendéncia ao aumento no numero de clusters de BCLAF1 em células com
maior presenga de sitios de y-H2AX, como observado na figura 5B. Esses dados indicam que hd um
aumento no namero de clusters de BCLAF1 em células com danos extensos no DNA.
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Figura 5. A formagdo de clusters de BCLAF1 ¢ aumentada em células com danos extensos no DNA. A. A formagao de sitios de y-H2A4X aumenta ao
longo do tempo apds periodo de exposi¢do a doxo. Imagens demonstram nticleos de miocitos H9c2 apos Oh, 24h e 48h de exposicdo a doxo (3h;
1uM). Os sitios de y-H2AX estdo marcados em verde (canal 488nm). Observa-se sitios mais difusos e em menor quantidade em Oh apds o tratamento
e o aumentando no nimero desses sitios apos 24h e 48h do periodo de exposigdo. Ao lado, grafico demonstra a quantificagio dos focus de y-H24X ao
longo dos diferentes tempos apds a exposi¢do a doxo. B. Clusters de BCLAF1 sd3o mais numerosos em células com maior niimero de focus de
y-H2AX. Imagens demonstram niicleos de células apds 48h de incubag@o com doxo (1puM; 3h). Os clusters de BCLAF1 (vermelho) e y-H2AX (verde)
estdo evidenciados. Ao lado, grafico demonstra uma tendéncia ao aumento no nimero de clusters de BCLAF1 com o aumento do niimero de sitios de

y-H2A4X.

4. Os clusters de BCLAF1 apresentam uma interface de associacio com y-H2A4X loci

Em seguida, foi avaliada a distribui¢do dos clusters de BCLAF1 em relacdo aos sitios de
y-H2AX, marcador da presenca de dano no DNA. Em miocitos tratados com doxorrubicina por 12
horas e imunomarcados para BCLAF1 e y-H2AX, foi possivel notar a presenca dos clusters nas
proximidades dos sitios de y-H2AX, com uma interface de interacdo com essas regides (fig. 6A).

Os dados quantitativos mostram uma correlacdo positiva da intensidade integrada de
fluorescéncia dos clusters de BCLAF1 em relagdo aos esses sitios de y-H2AX, em comparagao as
regides randomicas (fig. 6C-D).
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Figura 6. y-H24X e BCLAF1 apresentam uma interface de interagdo durante o estresse genotdxico. A. Imagens de super-resolucdo demonstram
y-H2A4X (verde) e BCLAF1 (vermelho), evidenciando a relagdo espacial destas proteinas apds o estresse genotoxico. B. Para a analise desta
correlag@o pixel a pixel da localizagdo de y-H2AX em relag@o aos sitios de BCLAF1, foram selecionadas areas de clusters BCLAF1 (circulo continuo)
e areas aleatorias (circulos pontilhados) no nucleo dos miécitos. Em seguida, foi avaliada a correlagdo entre os canais de BCLAF1 e y-H2A4X por um
script escrito em Python. C. Grafico demonstra correlagdo entre BCLAF1 e y-H24X em areas com clusters (Correlagdo de Pearson). D. O grafico
demonstra a correlagdo dos canais em areas selecionadas aleatoriamente.

CONCLUSAO

O estresse genotdxico induz um aumento da localizacdo nuclear de FAK, da sua ativagdo e
também interacdo com a proteina BCLAF1. Durante a resposta ao dano no DNA ocorre um
aumento da clusterizagdo de BCLAF1 em pontos distribuidos ao longo do ntcleo e FAK
encontra-se sequestrada nestas regidoes. A presenca dos clusters de BCLAF1, os quais apresentam
uma interface de interagdo com os sitios de y-H2A4X, esta relacionada com a extensdo dos danos no
DNA, uma vez que hd um aumento no niimero que células com clusters quando ha maior numero de
sitios de y-H2AX.

Estes achados permitiram a formulagdo de um modelo no qual BCLAFI1 sequestra FAK,
inibindo a interacdo dessa quinase com a proteina p53 e com a ubiquitina-ligase MDM?2,
mecanismo que resulta na ubiquitinacao e degradacao de p53. Dessa forma, em midcitos com danos
extensos no DNA, ocorre o acumulo de p53 e o desencadeamento da morte celular por apoptose,
processo que pode contribuir para os efeitos nocivos dos quimioterdpicos sobre as células do
coragao.
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