AVALIACAO FUNCIONAL DA INTERAGAO ENTRE TIROSINA KINASE II
(FAK) E MIOSINA Va EM MIOCITOS H9c2 SOB ESTRESSE GENOTOXICO

Palavras-Chave: FAK, MIOSINA Va, SIM

Autores(as):

MILENA ANDRADE', PEDRO CARVALHO? INGRID BRITO? ISABELLA MORETTO? — UNICAMP

Prof.2 Dr.2 Aline Mara dos Santos? (Co-orientadora); Prof. Dr. André Alexandre de Thomaz' (orientador) — UNICAMP
'Departamento de eletronica quantica

2Departamento de biologia celular e estrutural

INTRODUGAO:

As complicagbes cardiovasculares decorrentes de terapias antineoplasicas tornaram-se um grande
problema de saude publica, visto que a taxa de sobrevivéncia apds o diagnéstico de cancer vem aumentando
nos ultimos anos. A cardiotoxicidade resultante da quimioterapia com doxorrubicina (doxo) € uma condig&o grave
e pode evoluir para cardiomiopatia crénica e obito. Estudos com foco na sinalizagdo ativada por terapias
antineoplasicas mostram a importancia da quinase de adesao focal (FAK) para a sobrevivéncia celular e
resisténcia ao tratamento com doxo, porém, essa sinalizagdo € pouco compreendida. Resultados anteriores
mostram que a FAK interage fisicamente com a miosina Va e essas proteinas estdo co-localizadas em adesées
focais e no nucleo de células em condi¢gdes basais. Esses dados sugerem que as miosinas V podem ser
importantes para a distribuicdo subcelular da FAK e, mais especificamente, para sua localizagdo no nucleo e nas
adesdes focais. Nesse projeto foram realizados experimentos de microscopia de super-resolugao (SIM) com o
intuito de verificar se a inibicdo da FAK (PTK2) afetam o transporte da FAK para os sitios de dano no DNA apés
estresse genotdxico causado por tratamento com quimioterapico antineoplasico.

Tirosina Quinase 2

A tirosina quinase 2 (PTK2), também conhecida como quinase de adesao focal (FAK), € uma tirosina
quinase do tipo nado receptor crucial para a regulagdo de fungdes celulares distintas, como sobrevivéncia,
migragao e proliferagdo celular [1-6]. Estruturalmente, a FAK é composta por um dominio N-terminal (FERM), um
linker de aproximadamente 40 residuos de aminoacidos, um dominio catalitico central e uma porgédo C-terminal,
que contém um dominio conhecido como focal-adhesion targeting (FAT) (Figura 1) [7, 8].

Figura 1. Esquema da disposicdo dos dominios da PTK2 (FAK). Os residuos tirosina envolvidos na sua ativagao e sinalizagédo
estdo indicados. NES e NLS presentes nos dominios FERM e kinase e os sitios de ligacdo a paxilina e talina, estao representados.
Modificado de Zhou, J et al., 2019 [9].

Miosina Va

As miosinas sdo mecano-enzimas que convertem energia quimica em forga mecanica por meio da
hidrélise de ATP, processo que ocorre ao longo dos filamentos de actina [10, 11], sendo a miosina Va atuante
como um motor molecular intracelular. A miosina Va apresenta 3 dominios em sua estrutura: a cabega, o pescogo
e a cauda (Figura 2). A cabega esta situada na regido N-terminal, e a cauda esta situada na regido C-terminal,
sendo subdividida em 3 subdominios: proximal, medial e globular [11, 12].
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Figura 2. Esquema da disposi¢gdo dos dominios da miosina Va. Os dominios est&o indicados e representados por diferentes cores

[13].
METODOLOGIA:

A aquisi¢cdo, reconstrucdo e alinhamento das imagens foram realizadas com microscopia de alta
resolugédo (SIM) no microscopio Zeiss Elyra PS1 com o software Zeiss ZEN 2012 PS1 (black edition, version
8.1.5.484) instalado no INFABIC (Unicamp). As células utilizadas foram cardiomiécitos H9c2 tratados por 12
horas com doxorrubicina e inibidor PF para FAK, divididos em dois grupos: tratados apenas com doxo e tratados
com doxo mais inibidor. Para analise de imagem foi utilizado o software ImageJ, e para a elaboracdo dos graficos
aqui presentes utilizamos o software Python, na qual foram utilizadas medidas feitas no ImageJ da intensidade
de fluorescéncia, onde tiramos uma média e calculamos seu erro padrdao, também foi realizado um teste
estatistico ‘shapiro wilk’ (onde valores de p<0,05 sdo considerados estatisticamente significantes), a fim de
averiguar a normalidade da distribuicdo. A partir desse teste foi possivel chegar ao valor-p, que para distribuicdes
normais € definido pelo teste-t e para as ndo normais pelo teste Mann Whitne.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Interagao da FAK com a miosina Va — Tratamento com doxo

Dados de microscopia de super-resolugdo por iluminagédo estruturada — SIM (Structured Illlumination
Microscopy) (Figura 3), demonstraram que a FAK e a miosina Va tém uma distribuicdo nuclear e citoplasméatica
em midcitos H9¢c2 em condigbes basais.

Figura 3. Imagens representativas de microscopia SIM, na qual cardiomiécitos controle (CT) e tratados com doxo foram fixados e
processados para imunofluorescéncia utilizando-se anticorpos contra yH2AX (cinza), Miosina Va (vermelho) e FAK (verde). Sobreposi¢do dos
sinais de fluorescéncia yH2AX (cinza), Miosina Va (vermelho), FAK (verde) e DAPI (azul).

Na imagem da célula controle ha baixa intensidade da Myo Va em comparagéo ao grupo tratado com
doxo ocorrendo o contrario com FAK, apresentando uma maior intensidade no grupo controle. Além disso, é clara
a presenca dos sitios de dano no DNA no grupo tratado com doxo pelo alto numero de focos de yH2AX.

Na Figura 4 observa-se um zoom da regiao nuclear das células da Figura 3 e a medida da intensidade
média de fluorescéncia e nimero médio de focos de yH2AX para cada grupo experimental. E possivel notar que
o numero médio de focos YH2AX esta na faixa de 400 focos por nucleo, e que a intensidade de fluorescéncia da
miosina tem um aumento de quase 60% e a intensidade de FAK diminui por volta de 40% em células tratadas
com doxo.
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Figura 4. As imagens a esquerda contém zoom do nucleo de de cardiomiocitos controle e tratados com doxo; os graficos em
barras demonstram o numero médio de yH2AX, e a intensidade média de fluorescéncia da Miosina Va e da FAK, respectivamente no nucleo
de cardiomiécitos controle e tratados com doxo, N = 25 células controle e 31 células doxo.

Interagdo da FAK com a miosina Va — Tratamento com doxo + silenciamento da myo Va e inibigao

da FAK

Analogamente, encontra-se tanto em cardiomidcitos tratados com doxo e silenciados para a miosina Va
(Knockdown), quanto inibidos para FAK, uma distribuigdo nuclear e citoplasmatica de FAK e da Myo Va.
Destaca-se que com o silenciamento da miosina é perceptivel (Figura 5) um aumento da intensidade de FAK no
ndcleo e uma redugéo da intensidade de Miosina Va em relagao as células tratadas apenas com doxo. Ja com a
inibicdo da FAK ha um aumento na intensidade da myo Va em relagéo as células silenciadas, contudo, ha apenas
um leve aumento na intensidade em comparagéao as células apenas tratada com doxo (Figura 5).

Figura 5. Imagens representativas de microscopia SIM, na qual cardiomiécitos tratados apenas com doxo, silenciados para miosina
Va e tratados com doxo, inibidos para FAK e tratados com doxo, foram fixados e processados para imunofluorescéncia utilizando-se
anticorpos contra yH2AX (cinza), Miosina Va (vermelho) e FAK (verde). Sobreposicéo dos sinais de fluorescéncia yH2AX (cinza), Miosina Va
(vermelho), FAK (verde) e DAPI (azul).

A analise quantitativa (Figura 6) mostrou que o ndmero médio de focos de yH2AX, permanece
praticamente constante quando as células sao silenciadas para miosina Va apds o tratamento com doxo. No
entanto, quando as células sao inibidas para a proteina FAK, esse numero médio de focos de yH2AX aumenta
em quase 50%. Isso sugere que a inibigdo da FAK aumenta o estresse nas células e potencializa o dano ao DNA
causado pela doxo. Ademais, as células silenciadas para miosina Va e tratadas com doxo apresentaram o dobro
da intensidade de fluorescéncia da FAK nuclear em comparagcao com as células tratadas apenas com doxo. No
caso das células tratadas com inibidores da FAK, essa intensidade aumentou apenas 50%. Essa mudanca na
distribuicdo da FAK sugere que a miosina Va esta envolvida na remogéo da FAK do nucleo celular ou na sua
manutengao no citoplasma.
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Figura 6. Graficos em barras demonstram o numero médio de yH2AX, e a intensidade média de fluorescéncia da FAK,
respectivamente no nucleo de cardiomiécitos tratados apenas com doxo, silenciados para Myo Va e tratados com doxo, inibidos para FAK e
tratados com doxo. N = 13 células tratadas apenas com doxo, 13 células silenciadas para Myo Va e tratadas com doxo, e 11 células inibidas
para FAK e tratadas com doxo.

Comparando os graficos (Figura 6) de dano no DNA e de formacao de clusters, que seguem o mesmo
comportamento, é perceptivel tanto um aumento do nimero médio de sitios de yH2AX, quanto um aumento na
formacao de clusters (complexos macromoleculares que vao ser discutidos adiante). Isso indica que a formagao
de clusters esta relacionada com um aumento no dano ao DNA.

Formagao de complexos macromoleculares de FAK

E importante dar destaque ao aparecimento de estruturas com um brilho mais intenso presentes no canal
da FAK (verde), em células apds o tratamento com a doxo préximas as regides de dano no DNA (Figura 7). Nao
sabemos qual a fungdo desses complexos macromoleculures no momento, mas certamente esta relacionada ao
estresse genotoxico ja que ndo encontramos essas estruturas nas células controle.

Figura 7. Primeira imagem consta um zoom do ntcleo de uma célula e a segunda imagem apresenta uma ampliagao de ‘cluster’ de
FAK em cardiomiécitos tratados com doxo.

E possivel notar no grafico (Figura 8) que ha uma maior relagéo entre miosina Va e FAK (PTK2) do que
miosina Va e yH2AX indicando um maior grau de interagdo entre miosina Va e PTK2, nas células tratadas
apenas com doxo e inibidas para FAK. Nas células cuja a myo Va foi silenciada as correlagbes se mantiveram
constantes para ambos 0s casos.
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Figura 8. Gréfico de correlagdo integrada de clusters de FAK para células tratadas apenas com doxo, silenciadas para myo Va e
tratadas com doxo, inibidas para FAK e tratadas com doxo. N = 13 células tratadas apenas com doxo, 13 células silenciadas para Myo Va e
tratadas com doxo, e 11 células inibidas para FAK e tratadas com doxo.

Foi realizado também uma analise da area desses clusters quando as células foram tratadas com doxo e
silenciadas para myo Va ou inibidas para FAK (Figura 10). Concluimos assim que o silenciamento da myo ou a
inibicdo da FAK resulta em um aumento da area dos clusters, indicando assim uma possivel desestabilizagdo
desse complexo.

Figura 9. A esquerda imagens de clusters de FAK antes (acima) e apos (abaixo) o tratamento com doxo mais silenciamento da myo
Va. A direita, histogramas de clusters por area em células tratadas com doxo mais silenciamento da myo, e inibidas para FAK e tratadas com
doxo. N = 13 células tratadas com doxo e silenciadas para Myo Va, 11 células tratadas com doxo e inibidas para FAK

CONCLUSOES:

Em sintese, os resultados sugerem que a interagdo entre a FAK e a miosina Va desempenha um papel
na regulagéo da localizagdo dessas proteinas nos compartimentos subcelulares, especialmente em resposta ao
estresse genotdxico causado pela doxo. A inibicdo da FAK afeta a distribuicdo dessa quinase e potencializa o
dano ao DNA, enquanto a miosina Va pode estar envolvida na remogao da FAK do nucleo celular ou na sua
manutencdo no citoplasma. Essas descobertas contribuem para uma melhor compreensdo dos mecanismos
celulares envolvidos na resposta ao estresse genotoxico e na interacéo entre a FAK e a miosina Va.
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