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Estudo do controle de qualidade proteico da quinase PTK?2 durante o estresse

genotoxico em midcitos cardiacos
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1 INTRODUCAO

A proteina tirosina quinase 2 (PTK2), ¢ uma tirosino-quinase do tipo ndo receptor que

apresenta papel essencial no desenvolvimento embrionario e na patogénese de doencas humanas,
como o cancer e doengas cardiovasculares [2, 3]. A PTK2 também atua como uma plataforma de
interagdo (scaffold protein), sendo critica para a regulagdo de diversos processos, como motilidade,
proliferagdo, sobrevivéncia, inflamacao, angiogénese, diferenciacdo e crescimento em diferentes tipos
celulares [ 4 - 8].

Novos estudos tém indicado que a quinase PTK2 pode ser um importante modulador da
resposta ao dano no DNA (DDR) em cardiomidcitos tratados com doxorrubicina (doxo) e em outros
tipos celulares frente ao estresse oxidativo e genotodxico [1,2]. Cheng e colaboradores demonstraram
que camundongos knockout para PTK2 apresentaram aumento acentuado de apoptose nos
cardiomiocitos e disfuncdo cardiaca apés exposi¢do a doxo [1]. Além disso, esses autores
demonstraram que a superexpressao de uma forma ativa de PTK2 nos midcitos promoveu resisténcia a
cardiotoxicidade induzida por doxorrubicina [1].

Resultados obtidos em nosso laboratério demonstraram que ocorre aciimulo de PTK2 no
nucleo de miodcitos H9c2 tratados com doxo (1 uM; 12h), indicando que essa quinase ¢ sensivel ao
estresse genotoxico. No entanto, também foi observado que ocorre uma redugdo da expressdo dessa
proteina, por experimentos de western blotting, e a formagdo de agregados proteicos nucleares,
detectados por microscopia de Super Resolu¢do por Iluminagdo Estruturada (SR-SIM) (Figura 1).
Esses dados indicam que durante o estresse genotoxico e oxidativo, ocasionados pelo tratamento com
doxo, PTK2 pode ter sua estrutura desestabilizada, processo que pode culminar na sua
agregacdo/degradagdo ou modificagdo pds-traducional por componentes do controle de qualidade
proteico celular.



Figura 1: Tratamento com doxo promove agregagio de PTK2 no nucleo de miécitos H9¢2. Imagens de microscopia
SR-SIM obtidas de células tratadas com doxo (1uM; 12h). Na imagem representativa PTK2 estd marcada em verde (canal
488nm) e y-H2AX, marcador de quebra no DNA, em magenta (647nm). A seta indica um aglomerado de PTK2.

2 OBJETIVOS

1. Verificar se a redugdo da expressio de PTK2 induzida pelo tratamento com doxo ¢
consequéncia do aumento na taxa de degradagdo dessa quinase por proteassomos.

2. Analisar se os clusters nucleares de PTK2, induzidos pelo tratamento com doxo, estdo
relacionados as modificagdes pds-traducionais resultantes da atuacdo do sistema de qualidade
proteico que operam no nucleo durante o estresse genotoxico.

3. Verificar se a chaperona VCP participa do controle de qualidade proteico nuclear de PTK?2 .

2 METODOLOGIA

Para avaliar a presenca de colocalizagdo entre PTK2 e as proteinas SUMO, ubiquitina e VCP,
as células foram tratadas com doxorrubicina (1uM;12h), fixadas com paraformaldeido 4%,
permeabilizadas com 0,8% de Triton e bloqueadas com BSA 5% em PBS. Posteriormente, foram
incubadas com os anticorpos primarios contra PTK2 (Invitrogen, AHO0502) e SUMO (Invitrogen;
33-2400), ou Ubiquitina (Invitrogen; 13-1600) ou VCP (Invitrogen; MA3-004). Apés a lavagem, as
células foram incubadas com os respectivos anticorpos secundérios e, em seguida, montaram-se as
laminas com ProLong Gold Antifade Mountant with DAPI (ThermoFisher) para demarcacdo do
nucleo. Com as laminas prontas, foram utilizadas técnicas de microscopia de Super-Resolugdo por
Iluminag@o Estruturada (SR-SIM) para aquisi¢do de imagens, as quais foram analisadas pelo software
ImageJ (Fiji) e scripts em Python.

Para a verificagdo da expressdo das proteinas, as células foram tratadas com doxorrubicina
(1uM;12h) e com o inibidor de proteassomos MG-132 (10uM;12h). Em seguida, os extratos proteicos
foram obtidos para os ensaios de western blotting ¢ o RNA total extraido para a realizagdo da técnica
PCR quantitativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Agregados nucleares de PTK2 estido co-localizados com SUMO em midcitos tratados
com doxorrubicina

A partir da técnica SR-SIM foi possivel observar que em células controle hd uma distribuicao
relativamente homogénea de SUMO e PTK2 no nucleo e citoplasma, sem a presencga de aglomerados
densos para ambas as proteinas. A sumoilagdo pode atuar na regulacdo da localizagdo subcelular de
proteinas, nas ligacdes proteina-DNA e proteina-proteina, regulag@o transcricional, reparo no DNA e
organizacdo gendmica [9]. Na imagem sobreposta foi possivel observar alguns pontos de
colocalizacdo esparsos, no nucleo e citoplasma. Por sua vez, nas células tratadas com doxo
observou-se uma maior concentragdo nuclear de PTK 2 ¢ SUMO, com a formagdo de aglomerados



visiveis no nucleo. Na imagem sobreposta foi possivel observar intensa co-localizagdo entre SUMO e
PTK2.
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Figura 2: A.Células controle (linha superior) e tratadas com Doxo (linha inferior), marcadas com anticorpos fluorescentes
para PTK2 (canal 488), em verde, ¢ SUMO (canal 647), em cinza. B.Imagem aproximada do ultimo quadro de células
tratadas com doxo, da figura A, na regido indicada pela seta. E possivel observar pontos de cocalizagio entre SUMO e o
cluster de PTK2.

Na imagem B observa-se, a direita, uma ampliacdo do aglomerado nuclear de PTK2 com
intensa marcacdo de SUMO, indicando que PTK2 esta SUMOilada durante o estresse oxidativo e
genotoxico induzidos pelo tratamento com doxo.

Estudos demonstraram que a SUMOilagdo de PTK2 ¢ importante para a abertura da
conformagdo autoinibitoria da PTK2, que cursa com o deslocamento espacial do dominio FERM em
relacdo ao dominio quinase, possibilitando a autofosforilagdo do residuo tirosina 397 da PTK2 [10],
evento que leva ao recrutamento da Src e posterior fosforilagdo da alga de ativagdo do dominio
quinase, promovendo a ativagdo total do dominio catalitico de PTK2 [11]. Dessa forma, nossos dados
indicam que a SUMOilagdo da PTK2 ¢ umas das respostas ativadas durante o estresse genotdxico,
processo que pode culminar na ativagdo desta quinase e também como uma marca sinalizadora para a
atuagdo da maquinaria do sistema de qualidade proteico da célula [12, 13].

3.2 Interacio entre as proteinas PTK2 e ubiquitina ndo ocorre no interior dos clusters
nucleares de PTK2

Novamente, notou-se que, nas cé¢lulas controle, a distribui¢do das proteinas ubiquitina e PTK2
¢ homogénea, também com maior marcagao no interior do nticleo (Fig. 4). Por outro lado, nas células
que receberam o tratamento com doxorrubicina, a distribuicdo de PTK2 e ubiquitina se concentra
fortemente no interior do nucleo (Fig. 4). Como descrito anteriormente, PTK2 se organizou em
clusters densos e bem visiveis, com algumas regides de co-localizacdo com ubiquitina em torno desses
aglomerados, ou seja, na PTK2 dispersa pelo nicleo. No entanto, ndo foram observados pontos de
co-localizagdo entre PTK2 e ubiquitina nas regides internas aos clusters. A ubiquitinacdo ¢ uma forma
de modificagdo pos-traducional, e acontece a partir de ligagdes covalentes isopeptidicas entre a glicina
carboxi-terminal da ubiquitina e o grupo e-amino da lisina na proteina alvo [14], formando uma cauda
de poliubiquitinas. A cauda de poliubiquitinas ¢ reconhecida como um sinal de degradacao, enviando
a proteina mal enovelada para ser degradada pelo proteassomo [14].
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Figura 4: A. Células marcadas com PTK2 (canal 488), em verde, ubiquitina (canal 546), em roxo, € DAPI (canal 405), em
azul, em células controle, a esquerda, e tratadas com doxorrubicina, a direita. B. Imagem aproximada da regido indicada pela
seta, do ultimo quadro de células tratadas com doxorrubicina. A ubiquitina ndo se encontra no interior dos clusters de PTK2.

Esse dado indica que a PTK2 contida nos clusters ndo esta disponivel para ubiquitinagao pelo
sistema ubiquitina-ligase, diferente da PTK2 distribuida pelo nucleo, o que significa que a PTK2 ¢
protegida contra a degradacdo, o que favorece a sobrevivéncia celular durante o estresse.

3.3 VCP se localiza em posicoes adjacentes aos clusters de PTK2

A proteina VCP, em células tratadas com doxorrubicina, se encontra em regides adjacentes
aos aglomerados de PTK2, formando uma espécie de rede em seu entorno, como observado na figura
5. A chaperona VCP possui atividade de AAA+ ATPase, o que permite o desenovelamento de
proteinas para degradagdo em proteassomos, na desmontagem de complexos proteicos € no
desenovelamento de proteinas agregadas ou mal dobradas [15]. A atuagdo desta chaperona nos
agregados nucleares de PTK2 pode indicar seu envolvimento no controle de qualidade dessa quinase.
Isso torna a VCP parte importante da via de regulagdo da qual a PTK2 participa, permitindo a

estabilizacdo de sua estrutura e seu bom funcionamento celular durante situagdes de estresse.
A
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Figura 5: A. Células controle (acima) e tratadas com doxorrubicina (abaixo), marcadas com anticorpos fluorescentes para
VCP (canal 647), em cinza, BCLAF1 (canal 546), em vermelho, e PTK2 (canal 488), em verde. B. Imagem aproximada da
sobreposi¢do dos canais da célula tratada com doxo.. Pode-se observar a VCP atuando em regides adjacentes aos clusters de
PTK2.

3.4 Analise de expressiao de PTK2 durante o estresse oxidativo e genotoxico
causado pela exposi¢ao a doxorrubicina.

As amostras que serdo utilizadas nos experimentos de Western Blotting e PCR quantitativo
propostos no objetivo 1 ja foram coletadas e os experimentos serdo realizados ainda no més de agosto.



4 CONCLUSAO

Nossos dados demonstraram que em células tratadas com doxorrubicina, ha a formagdo de

clusters de PTK2 rodeados por ubiquitina, com uma marca¢do negativa para ubiquitina em seu

interior, o que indica que a PTK2 contida nos clusters nao esta disponivel para ubiquitinag¢ao, processo
que culminaria em sua degradagdo. Por outro lado, observou-se que PTK2 colocaliza com SUMO

nesses sitios nucleares, o que indica a participagdo da SUMOilacdo na regulacdo de PTK2 durante a
resposta ao estresse desencadeado pela doxorrubicina. Nossos dados também indicaram que a

interagdo de PTK2 com a chaperona VCP pode estar relacionada com a dindmica organizacional dos

clusters de PTK2 e com a manutengdo da solubilidade dessa quinase durante o estresse oxidativo e

genotoxico, evento que contribui para a manutencdo da sobrevivéncia dos miocitos cardiacos
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