Novas fun¢oes nucleares da proteina tirosina quinase 2 (PTK2) em miocitos

cardiacos submetidos ao estresse genotoxico: a interacio com a helicase DDXS5
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Introducao

A proteina tirosina quinase 2 (PTK2) ¢ uma proteina da familia tirosino-quinases do tipo
ndo-receptor fundamental para a regulacdo de fungdes celulares distintas, como migracdo e
proliferagdo celular. No citoplasma, tem papel crucial na sinalizacgdo mediada por integrinas e
receptores de fatores de crescimento. J& no nucleo, interage com fatores de transcricdo e regula
processos como sobrevivéncia, diferenciacdo e crescimento hipertrofico. Estudos recentes vém
demonstrando a importancia da PTK2 para a sobrevivéncia celular frente ao estresse genotoxico em
miécitos cardiacos tratados com quimioterapicos antineopldsicos. No entanto, os mecaniSmos
moleculares regulados por PTK2 durante esse estresse sdo pouco compreendidos. Com o intuito de
identificar novos parceiros de interagdo de PTK2, experimentos de co-imunoprecipitacdo foram
realizados e revelaram que PTK2 interage com a helicase DDXS5 em células HEK293T. Esta proteina,
da familia das RNA-helicases, esta intimamente relacionada com o controle da transcrigdo e
processamento do pré-mRNA. Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivos validar a
interagdo entre PTK2 e DDXS5 em midcitos cardiacos H9c2 controle e submetidas ao estresse
genotoxico pelo tratamento com doxorrubicina (dox), além de verificar a distribuicdo subcelular de

PTK2 e DDXS por microscopia de super-resolucéo do tipo iluminagdo estruturada (SR-SIM).

Métodos
Para as analises de distribuicdo de DDX5 e PTK?2, foi realizado o cultivo de células H9¢2, da

linhagem de células de cardiomioblastos ventriculares, que foram subdivididas em grupo controle e

grupo submetido a estresse genotoxico por tratamento com doxorrubicina (1uM; 12h). Os ensaios de
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imunofluorescéncia foram realizados através de imunomarcagdes com anticorpos especificos para
DDXS5 e PTK2, além de marcagdes do nucleo e actina. As imagens de imunofluorescéncia foram
adquiridas pelo microscopio Zeiss Elyra disponivel no Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de
Fotonica Aplicada a Biologia (INFABIC). Os sinais de fluorescéncia foram excitados e coletados pela
objetiva alpha Plan-Apochromat 63x/1,46 Oil DIC M27 Elyra. As analises das imagens foram feitas
através do programa ImageJ (Fiji) e scripts desenvolvido em Python. Além disso, foram realizados
ensaios de Western Blotting para verificagdo da expressio de DDX5 e ensaios de
Co-imunoprecipitagdo (Co-IP) para validagao da interagdo de DDXS5 e PTK?2 a partir de extratos totais

de células do grupo controle e do grupo submetido ao estresse genotoxico pela exposigdo a dox.

Resultados e Discussiao

Resultados obtidos de experimentos de Co-IP validaram a interagdo, previamente identificada,
entre PTK2 e DDX5 em midcitos H9¢2 controle e expostos a dox (Fig. 1). Também foi observado que
houve uma tendéncia ao aumento na interacdo entre essas duas proteinas durante o estresse

genotdxico, no entanto, novos experimentos serdo realizados para confirmar este dado.

Figura 1. Experimentos de Co-IP seguidos por Western Blotting demonstraram interagdo entre PTK2 (FAK) e DDXS5 em extratos totais de
células controle (CT) e tratadas com doxorrubicina (Doxo).

Com o intuito de verificar a expressdo de DDXS5 em células H9c2 controle e submetidas a
estresse genotoxico, ensaios de Western Blotting foram realizados demonstrando que a expressao da
helicase diminui estatisticamente em células tratadas com doxorrubicina em relagdo as células do

grupo controle (Fig. 2).
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Figura 2. Diminui¢@o na expressdo de DDXS5 em células tratadas com doxo. Imagens representativas obtidas por Western Blotting e grafico
em barras correspondentes a quantificagdo da expressdo de FAK normalizada por GAPDH em extratos totais de células controle (CT) e
tratadas com doxorrubicina (Doxo). Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média. Valores de p<0,005 foram
considerados significativos.

Analises de microscopia de super resolucdo de células H9¢c2 controle demonstraram que
PTK2 ¢ DDX5 apresentam uma distribui¢do homogénea no nticleo, sendo que DDXS5 esta excluida
das regides de nucléolo (Fig. 3A). Ainda, PTK2 esta distribuida por todo citoplasma e também nas
adesdes focais da célula. No grupo de células tratadas com doxo (Fig, 3B), DDX5 se apresenta
distribuida de forma heterogénea, acumulando-se em pontos distribuidos ao longo do nucleo, regides

essas com menos densidade de DNA. Também foi observado um aumento da localizacdo de PTK2 no

nucleo apds o tratamento com dox.

Figura 3. Imagens de microscopia SR-SIM obtidas de células controle (A) e tratadas com doxorrubicina (B). As imagens foram compostas
pelos planos nos quais notou-se a presenga de DNA, pela marcagdo com DAPI, excluindo-se os planos dos extremos inferior e superior do
nucleo. Nas imagens representativas, PTK2 (FAK) esta marcada em verde (canal 488nm), o DNA em azul (canal 405nm), o citoesqueleto de
actina estd marcado em magenta (canal 647nm) e a helicase DDXS5 esta marcada em vermelho (546nm). C. Graficos de intensidade de
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fluorescéncia média de PTK2 e DDXS5 em nucleos de células do grupo controle e do grupo de células tratadas com doxorrubicina. De forma
que “n.s.” demonstra que o valor-p foi superior ao nivel de significancia 0.05 (p > 0.05). Os dados sdo descritos com a média + erro padrao
da média.

A fim de analisar a distribui¢do de PTK2 ¢ DDXS5 foram realizadas imagens ampliadas de
Z-stack a partir de sec¢des retangulares (em branco) de uma célula controle e uma célula tratada com
dox (Fig. 4C). Assim, observa-se uma distribuicao difusa da PTK2 no nucleo das células controle e
submetidas a estresse genotdxico. Diferentemente, a helicase DDXS5 se distribui de maneira mais
distinta nas células tratadas com doxo, demonstrando certo acimulo em sitios especificos (Fig. 4B).
Essas regides com aglomerados de DDXS5 estdo dispostas em regides menos densas de DNA. Além
disso, as proteinas, PTK2 e DDXS5 apresentam pontos de co-localiza¢ao nas células dos dois grupos,

indicados pelas setas brancas (Fig. 4D) .

Figura 4. A-B. Z-stack (stacks 11-16) de célula controle e tratada com dox, respectivamente. Na primeira coluna (1) observa-se a
distribui¢do de DDXS5 (canal 546nm), na segunda coluna (2) observa-se a marcagao de PTK2 (canal 488nm), na terceira coluna (3) ha uma
sobreposi¢do dos dois canais DDX5 e PTK2 e, na quarta coluna (4), temos a sobreposi¢do dos canais de PTK2, DDX5 ¢ DNA (canal
405nm). C. Imagens ampliadas do nucleo da célula do grupo controle e do grupo tratada com dox. D. Imagem ampliada dos penultimos
stacks das células controle e tratadas com dox. Barra de escala em A,B e D = 1uM. Barra de escala em C = 10uM (—) regido basal da
célula; (+) regido apical da célula.

Ademais, verificou-se as porcentagens que a area da helicase DDXS5 ocupa nos nucleos das
células controle e submetidas a estresse genotoxico. Essas analises demonstraram que DDXS5 esta

distribuida amplamente, ocupando uma maior area em células controle. Por outro lado, em células
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tratadas com doxo, a porcentagem da area nuclear ocupada pela helicase ¢ menor, demonstrando o

acumulo de DDX5 em certas regides subnucleares nas células submetidas a estresse genotoxico.

Figura 5. Porcentagem de DDXS5 no nucleo de células controle e tratadas com doxorrubicina. A. Grafico da area de DDXS5 sobre a area
nuclear das células controle e tratadas com doxo. B. Imagens de microscopia SR-SIM obtidas de uma célula controle e uma célula tratada
com doxo com marcagdo de DDX5 em vermelho (canal 647 nm). A regido delimitada em branco foi necessaria para a quantificagdo das
porcentagens da area de DDX5 sobre a area nuclear. Barra de escala: 10um.

Os dados de expressdo e distribui¢do de DDXS5 indicam que pode haver uma agregacdo e

aumento da degradagdo dessa helicase durante o estresse genotdxico.

Conclusao

Em conclusdo, verificou-se que PTK2 e DDX5 apresentaram uma distribuicdo homogénea
pelo nucleo de midcitos em condi¢des basais. No entanto, o tratamento com doxo resultou em
acumulo de DDX5 em regides subnucleares especificas, as quais podem estar relacionadas ao reparo
do DNA ou ao processamento de mRNAs sintetizados durante a resposta ao estresse genotoxico. Por
outro lado, a agregacdo observada, juntamente com a reducdo da expressdo de DDXS5 em células
tratadas com doxo, pode estar relacionada com a degradacdo da helicase apos o estresse oxidativo,
secundario ao tratamento com o quimioterapico doxorrubicina. Esse processo pode impactar na
atuagdo de PTK2 e de DDXS5 durante o estresse genotdxico acentuado, contribuindo para os efeitos

deletérios desta quimioterapia sobre as células do corag@o.
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