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INTRODUGAO:

Doenca cardiovasculares e o cancer sdo as principais causas de morte nos paises
industrializados e podem tornar-se sinérgicas devido a complicagfes cardiovasculares resultantes
das terapias antineoplasicas. Os farmacos antineoplasicos baseiam-se na produ¢éo de quebras no
material genético da célula (efeito genotoxico). Essas quebras desencadeiam a ativacdo da
resposta ao dano no DNA (DDR) com a atuagéo de proteinas sensoras, transdutoras, mediadoras
e efetoras. Caso os danos ndo sejam reparados, a DDR ativara a morte celular, evento desejado
para as células cancerigenas. O antineoplasico doxorrubicina (doxo) apresenta toxicidade cardiaca

devido a producédo excessiva de espécies reativas de oxigénio.

Estudos tém indicado que a quinase de adesao focal (FAK) pode ser um modulador da DDR
em cardiomidcitos frente ao estresse genotoxico. No entanto, ndo ha dados que demonstram a
atuacao direta de FAK naregulacéo de proteinas essenciais para a DDR. Com o intuito de identificar
novos interatores dessa quinase foram realizados experimentos de co-imunoprecipitacdo do
dominio FERM da FAK em células HEK 293T com a posterior identificacdo dos ligantes por
espectrometria de massas. Entre os interatores, encontrou-se a PARP1, que apresenta funcéo
conhecida na resposta ao dano no DNA. Dessa forma, nesse trabalho, foi investigada a interacéo
da FAK com PARP1 em miécitos H9C2 em condi¢cdes basais e apds a inducdo de estresse

genotoéxico pelo tratamento com doxo.
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OBJETIVO:

Foi investigado se FAK interage com PARP1 em miécitos HI9C2 em condicdes basais e se
0 estresse genotdxico modula essa interacao. A fim de facilitar a analise, foi dividido o objetivo geral

nos objetivos especificos listados abaixo:

1. Avaliar se ocorre co-localizacdo da FAK com PARP1 em mi6citos H9C2 em condigdes
basais, por meio de microscopia SIM.

2. Avaliar a interacdo entre FAK e PARP1 em midcitos H9C2 em condi¢des basais por
experimentos de imunopreciptacéo.

3. Avaliar se o estresse genotoxico pelo tratamento com doxorrubicina modula a co-
localizacdo da FAK com PARP1 em miécitos H9C2, por meio de microscopia SIM.

4. Avaliar se o estresse genotéxico pelo tratamento com doxorrubicina modula a interagao

entre FAK e PARP1 em midcitos HI9C2 por experimentos de imunopreciptagéao.

METODOLOGIA:

Apbs o cultivo dos mideitos H9C2, o grupo positivo foi tratado com doxo (1uM;12h). Ambos
os grupos foram marcados com 0s respectivos anticorpos para FAK, pFAK (fosforilada Y397) e
PARP1. As imagens foram obtidas com Structured lllumination Microscopy (SIM) e analisadas
utilizando ImageJ e scrpits em Python. Foram realizados experimentos de Imunoprecipitacéo (IP) e
Western Blotting (WB) para analise de interagdo entre as proteinas, junto com estudos de co-

localizag&o por microscopia de super-resolucgéo.

Além disso, a fim de quantificar os dados obtidos com a microscopia SIM, foi realizada a
analise da intensidade de fluorescéncia de FAK total, FAK fosforilada (pFAK) e PARP1 encontradas
no ndcleo. Essa analise foi realizada utilizando o ImageJ para identificar os planos que compdem o
nucleo (pela presenca do DNA marcado com DAPI), realizando neles um z-project (com a soma dos
stacks). Com a ajuda do filtro de threshold foi selecionada a regido do nucleo. Nesse sitio, houve a
coleta dos dados na célula (fluorescéncia média, densidade integrada e raw densidade integrada)
e da area do nucleo. Além de coletar dados de 3 backgrounds diferentes. Dessa forma, pode-se

calcular o CTCF (corrected total cellfluorescence) para cada proteina, utilizando a férmula:

CTCF = densidade integrada — (area selecionada x fluorescéncia média do background)

Com o valor de CTCF da proteina em cada célula, houve o célculo da média desses valores
em células controle e tratadas com doxo e do erro padrdo da média. Foi utilizado a distribuigéo t de

Student para o calculo do valor-p.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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As imagens de SIM permitiram observar a co-localizacdo entre FAK e PARP1 no ndcleo de
miécitos HIC2 controles e tratados com doxo na regido proxima ao DNA. Nesse Ultimo caso, pode-
se perceber um aumento da co-localizacdo dessas proteinas. O mesmo comportamento foi
observado entre pFAK e PARP1, com uma maior colocalizac&o no nucleo para células tratadas com

doxo. O relatado pode ser verificado nas imagens abaixo.

Controle

-

Figura 1. Tratamento com doxo promove a associacdo de FAK com PARP1. A primeira imagem representa uma célula controle e a
segunda, uma célula tratada com doxo. As imagens foram compostas a partir dos planos que compdem o nucleo (onde se nota a
presenca do DNA marcado com DAPI), excluindo os demais planos. Nas imagens, o DNA esta marcado em ciano (canal 405nm), a
PARP1 em verde (488nm), a FAK em vermelho (546nm) e o citoesqueleto de actina em magenta (647nm). As setas indicam a possivel
regido do centrossomo. Os quadrados delimitados em amarelo correspondem a regiéo retradas nas imagens ampliadas com as setas

indicando as regides de sobreposicéo de PARP1 e FAK.
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Figura 2. Associagao de pFAK com PARP1 ap6s tratamento com doxo. Imagens de microscopia SIM obtidas de midcito controle (primeira
imagem) e tratado com doxo (segunda). As imagens foram compostas por planos que comp&em o nucleo (presenca do DNA marcado
com DAPI), excluindo os outros planos. Nas imagens, o DNA esta marcado em ciano (canal 405nm), a PARP1 em verde (488nm), a
pFAK em vermelho (546nm) e o citoesqueleto de actina em magenta (647nm). A seta indica a possivel regido do centrossomo. Os
quadrados delimitados em amarelo correspondem a regido retradas nas imagens ampliadas com as setas indicando as regifes de
sobreposicao de PARP1 e pFAK.

Dados da intensidade de fluorescéncia de cada proteina foram obtidos como descrito na
metodologia. Com isso, percebeu-se um aumento da concentracao de pFAK e PARP1 no ndcleo

de midcitos tratados com doxo em relagdo a células controles, com uma leve alteracdo de sua
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redistribuicdo nuclear. Os resultados descritos podem ser observados nos graficos abaixo que

relacionam as intensidades médias de fluorescéncia nos casos controles e apds o tratamento com

doxo.
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Figura 3. Gréficos das intensidades médias de fluorescéncia de FAK, pFAK e PARP1 presentes no nuicleo, normalizadas pela intensidade
média do caso controle. De forma que (ns) significa que o valor-p foi superior ao nivel de significancia (0.05), (**) representa que o valor
encontrado foi menor gue esse nivel estipulado. E (****) mostra que o valor-p € menor que 0.001. Os dados sé&o descritos com a média
+ erro padrdo da média.

Houve também a realizacdo de experimentos de imunoprecipitagdo (IP) seguidos de western
blotting (WB) em midcitos HI9C2 tratados com doxo e controle para a FAK total e FAK fosforilada
(pFAK). Foi verificado que ndo h& variacdo da expressédo (FAK) ou da fosforilagdo total dessa
quinase (pFAK) nas células tratadas com doxo. Além disso, foi realizado um IP para FAK seguido
de WB para PARP1, mostrando que PARP1 interage com FAK tanto nos casos controles quanto

nos casos tratados com doxo.
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Figura 4. Imagens obtidas através de western blottings e grafico em barras correspondente & quantificacéo de cada proteina
normalizada por GAPDH em células controle (CT) e tratadas com doxorrubicina (DOXO). A. Ha a expresséo de FAK total B. Apresenta
a quantificacéo da fosforilagdo de FAK no residuo tirosina 397. Os valores foram expressos como média + erro padrdo da média e
valor-p menor que 0.05 foram considerados estatisticamente significantes. (ns) representa que os dados néo sao estatisticamente
significantes. C. Experimentos de IP seguidos por western blotting. Extratos totais obtidos de células controle e tratadas com doxo
foram incubados apenas com a resina, na auséncia do anticorpo anti-FAK, como controle experimental (No ab), confirmando a
interacdo entre FAK e PARPL.
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CONCLUSOES:

Levando em consideragéo os dados obtidos foi possivel concluir que ndo h4 um aumento
de expressdo de FAK apds o tratamento com doxo com uma indicacdo de uma possivel
redistribuicdo pelo nucleo. A pFAK apresenta um comportamento contrario: os dados de WB
mostram que ndo h& aumento de fosforilacao total, entretanto, pelos dados das imagens pode-se

perceber uma forte redistribuicdo de pFAK para o ndcleo apés o tratamento com doxo.

Foi possivel também concluir que ha interacado entre as proteinas FAK e PARP1 em midcitos
H9C2 tanto em células controles quanto em células sob estresse genotdxico provocado pelo
tratamento com doxorrubicina. Experimentos de IP e imagens de fluorescéncia indicam que essas
duas proteinas interagem e participam da resposta ao dano no DNA. Principalmente pelo aumento

de concentracéo de PARP1 e pFAK no nucleo em células tratadas com doxo.
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