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Introdugao

A cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (doxo) é um dos efeitos colaterais mais importantes deste
quimioterapico, provocando cardiomiopatias em pacientes oncoldgicos. Apesar de causar citotoxicidade em células
tumorais, a doxo apresenta acao sistémica, gerando efeitos colaterais indesejados. Ainda que na faixa de dose
recomendada, a doxo pode causar cardiomiopatias subclinicas e danos irreversiveis no coragéo.* Para lidar com as
quebras de DNA causadas durante o estresse genotdxico gerado pela doxo as células ativam vias de resposta ao
dano de DNA (DDR, do inglés DNA damage response).>® Umas das principais vias ativadas durante a DDR é a via
da ATM, Chk2, p53 e p21.¢ Nesse contexto, estudos mostram que a proteina FAK (quinase de adeséao focal) tem um
efeito pro-sobrevivéncia celular e é encontrada no nucleo durante estresse genotdxico de cardiomiocitos 72%'°, tendo
um papel na regulagéo da degradagdo de p53 como plataforma de interagéo entre p53 e MDM2." Isso indica que a
FAK pode ter um papel relevante na sinalizagéo de resposta ao dano ao DNA (DDR) em cardiomiocitos embora os
mecanismos moleculares pelos quais FAK atua na manutengdo da sobrevivéncia celular durante esse estresse,
especialmente aqueles relacionados a sua fungdo quinase, ainda sdo pouco explorados.'? Neste projeto buscamos
investigar o impacto da inibicdo da quinase FAK na ativacao e distribuicdo das proteinas da via de resposta ao dano
no DNA ATM/Chk2/p53/p21 e o efeito dessa inibicdo na viabilidade celular frente o estresse genotéxico causado por
doxorrubicina.

Resultados

Efeito da inibicao de FAK na viabilidade de cardiomidécitos tratados com doxorrubicina

A realizagdo de ensaios MTT para os grupos de tratamento: controle (CT), inibidor de FAK (PF),
doxorrubicina (Dox) e inibidor de FAK simultdneo a doxorrubicina (Dox+PF); demonstraram que com 3 horas de
tratamento (Figura 1.a) a variagdo na viabilidade celular entre os grupos é sutil, sendo que observamos um aparente
aumento de viabilidade no grupo Dox. Isto pode ser explicado por uma taxa de proliferagao celular ligeiramente
diferente entre os pocgos. Apesar do efeito negativo da doxorrubicina na viabilidade celular ser amplamente
conhecido, nossos dados indicam que 3 horas de tratamento ndo foram suficientes para os efeitos genotéxicos da
doxorrubicina causarem perda de viabilidade.

Em vista desse resultado inicial realizamos um novo ensaio no qual o tratamento com doxorrubicina por 3
horas foi mantido, mas em seguida as células foram deixadas por mais 24 horas em meio controle ou inibidor de
FAK de acordo com o tratamento inicial. Ademais, esse experimento também foi repetido com o tempo de
recuperacgao de 48 horas que apresentou resultados muito similares a recuperagao de 24 horas (Figura 1.b).
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Figura 1. A inibicdo de FAK durante o tratamento com doxorrubicina diminui a viabilidade celular de cardiomiécitos. A viabilidade celular foi
verificada por ensaios de MTT em células H9c2 diferenciadas nos grupos: controle (CT), 10uM de inibidor de FAK (PF), 1uM de doxorrubicina
(Dox) e 10uM de inibidor de FAK simultaneamente com 1uM de doxorrubicina (Dox+PF) a. 3 horas de tratamento (n=12) b. 3 horas de
tratamento com doxorrubicina seguido de 24 ou 48 horas de recuperagéo com inibidor de FAK nos grupos aplicaveis (n=9). Em ambos os casos



(a,b), os dados apresentaram distribuicdo normal e foram comparados por one way ANOVA (do inglés analysis of variance) sendo a significancia
estatistica considerada p<0,05. Nos graficos esta representada a média dos grupos +/- SEM.

Com esse tratamento foi possivel observar uma diminuigdo na viabilidade celular entre CT e Dox indicando
que, a longo prazo, as 3 horas de tratamento com doxorrubicina causam uma diminuigao na viabilidade celular dos
cardiomidcitos. Além disso, foi registrada uma significativa diminui¢do na viabilidade celular de PF em relagéo ao
CT, mostrando que um longo tratamento com PF (24 e 48 horas) é letal para as células. Nossa hipotese para esse
resultado esta relacionado as fungcbes da FAK na adesdo focal e sobrevivéncia celular, assim sua inativacao
constante pode levar a problemas de adesdo das células ao substrato e ativacdo de morte celular. Por fim,
observamos o resultado mais relevante do ensaio: Dox+PF tem a maior perda de viabilidade quando comparado aos
demais grupos; ou seja, a inibicdo de FAK ao longo da resposta celular ao tratamento com doxorrubicina piora a
sobrevivéncia celular frente ao tratamento.

Efeitos da inibicio da FAK na localizagdao subcelular das proteinas ATM, Chk2 e p53 em
cardiomiocitos tratados com doxorrubicina
vista no ensaio MTT, foram realizadas imunofluorescéncias marcando a FAK e as proteinas da via de interesse:
ATM, Chk2 e p53.

Ao observar a marcagdo de FAK (Figura 2) foi encontrado que os grupos tratados com doxorrubicina
apresentavam maior intensidade de fluorescéncia de FAK no nucleo, indicando que durante o estresse genotdxico
FAK é translocada para o nucleo das células. Ademais, nos grupos tratados com inibidor de FAK foi possivel
observar a formacdo de agregados de FAK no nucleo, e que durante o estresse genotdxico (Dox+PF) esses
agregados parecem ser menores € mais brilhantes. Uma hip6tese possivel para esse comportamento é que estes
agregados de FAK formados apds o tratamento com PF sdo resultado do processo de agregagao nuclear dessa
quinase
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Figura 2. O tratamento com doxorrubicina aumenta a intensidade de fluorescéncia nuclear de FAK e a inibicdo de FAK propicia a formagao de
agregados de FAK no nucleo. Os cardiomiécitos ndo foram tratados (CT) ou foram tratados por 3 horas com 10uM de inibidor de FAK (PF), 1uM
de doxorrubicina (Dox) ou 10uM de inibidor de FAK simultaneamente com 1uM de doxorrubicina (Dox+PF). Na esquerda estdo as imagens de
microscopia de super resolugdo por iluminagéo estruturada, adquiridas no microscopio Zeiss Elyra marcando o nucleo com dapi (azul) e FAK
(verde). Na direita esta a representagdo quantitativa da intensidade de fluorescéncia de FAK nos nucleos dos cardiomidcitos, sendo que o
nimero de nucleos quantificados para cada grupo foi: CT (n=27), PF (n=45), Dox (n=32), Dox+PF (n=30). Os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal e foram entdo comparados pelo teste Kruskal-Wallis sendo as comparagdes individuais entre cada grupo feitas pelo teste
Dunn nao corrigido. No grafico esta representada a média dos grupos +/- SEM. Escala de 5um.

Em seguida, foi realizada uma marcagdo para ATM (Figura 3.A), em que foi possivel verificar que o
tratamento com doxorrubicina aumentou drasticamente a intensidade de fluorescéncia nuclear dessa proteina
(Figura 3.C), o que indica que a célula esta respondendo ao tratamento através da via de ATM. Assim, pudemos
concluir que, apesar das 3 horas de tratamento com dox nao afetar a viabilidade celular, a via de sinalizagdo ao
dano de DNA ja é ativada neste periodo.

Ademais, também observamos que o co-tratamento com a doxorrubicina e o inibidor da FAK (Dox+PF)
promoveu uma alteragao na distribuicdo de ATM e FAK, as quais aparentam estar menos co-localizadas (Figura 3.B
sobreposi¢do indicada pelas setas vermelhas) em comparagdo com o tratamento com doxorrubicina (Dox),
indicando que a atividade catalitica da FAK é importante para a distribuicdo de ATM e para a co-localizagdo de
ambas no nucleo durante o tratamento com doxorrubicina (Figura 3.B). Os padrées de localizagdo nuclear



observados nos tratamentos apoiam a hipotese de que existe uma interagao entre FAK e ATM durante o estresse
genotoxico em cardiomiécitos, o que pode contribuir para a atividade pro-sobrevivéncia da FAK.
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Figura 3. O tratamento com doxorrubicina promove aumento drastico na intensidade de fluorescéncia nuclear de ATM, validando a eficiéncia do
tratamento na deflagracdo da via de interesse. Os cardiomidcitos ndo foram tratados (CT) ou foram tratados por 3 horas com 10uM de inibidor de
FAK (PF), 1uM de doxorrubicina (Dox) ou 10uM de inibidor de FAK simultaneamente com 1uM de doxorrubicina (Dox+PF). Escala de 5um. A.
Imagem de microscopia de super resolugao por iluminagéo estruturada, adquirida no microscopio Zeiss Elyra marcando o nucleo com dapi (azul),
FAK (verde) e ATM (magenta). B. Imagem de microscopia de super resolugédo por iluminagéo estruturada, adquirida no microscépio Zeiss Elyra
marcando FAK (verde) e ATM (magenta), evidenciando a co-localizagdo das duas proteinas (branco) pelas setas vermelhas. C. Representagao
quantitativa da intensidade de fluorescéncia de ATM nos nucleos dos cardiomidcitos, sendo que o niumero de nucleos quantificados para cada
grupo foi: CT (n=27), PF (n=45), Dox (n=32), Dox+PF (n=30). Os dados ndo apresentaram distribuicdo normal e foram entdo comparados pelo



teste Kruskal-Wallis sendo as comparagdes individuais entre cada grupo feitas pelo teste Dunn néo corrigido. No grafico esta representada a
média dos grupos +/- SEM.

Além disso, ao marcar Chk2, verificamos também um aumento nitido na intensidade de fluorescéncia
nuclear dessa proteina nos grupos tratados com doxorrubicina (Figura 4), coerente com o aumento de ATM visto
anteriormente e corroborando a eficiéncia do tratamento na ativacdo da via. Surpreendentemente, entre os grupos
tratados com doxorrubicina foi encontrado um aumento significativo de Chk2 no nucleo durante a inibicdo de FAK.
Apesar de ainda ser necessario aprofundar estas analises, sobretudo com relagao a distribuicdo nuclear de FAK e
Chk2, uma hipotese para esse aumento nuclear de Chk2 apés a inibicdo de FAK é que a perda de uma possivel
interacdo direta entre FAK e Chk2 no nicleo quando FAK é inativada resulta em menor atividade de Chk2,
desencadeando um processo de retroalimentagdo compensatéria que aumenta a expressdo de Chk2 ou seu
transporte para o nucleo. Alternativamente, essa mudancga vista em Chk2 pode ser um efeito indireto da inibigao,
relacionada a interagéo entre FAK e ATM, ja que ATM é a quinase diretamente responsavel pela ativagdo de Chk2.
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Figura 4. A inibigdo da FAK causa aumento na intensidade de fluorescéncia nuclear de Chk2 frente ao estresse genotdxico causado pela
doxorrubicina.Os cardiomiécitos ndo foram tratados (CT) ou foram tratados por 3 horas com 10uM de inibidor de FAK (PF), 1uM de doxorrubicina
(Dox) ou 10uM de inibidor de FAK simultaneamente com 1uM de doxorrubicina (Dox+PF). Na esquerda estdo as imagens de microscopia de
super resolugdo por iluminagédo estruturada, adquiridas no microscépio Zeiss Elyra marcando o nucleo com dapi (azul) e FAK (verde) e Chk2
(amarelo). Na direita esta a representagao quantitativa da intensidade de fluorescéncia de Chk2 nos nucleos dos cardiomidcitos, sendo que o
numero de nucleos quantificados para cada grupo foi: CT (n=34), PF (n=34), Dox (n=31), Dox+PF (n=31). Os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal e foram entdo comparados pelo teste Kruskal-Wallis sendo as comparagdes individuais entre cada grupo feitas pelo teste
Dunn néo corrigido. No grafico esta representada a média dos grupos +/- SEM. Escala de 5um.

Por fim, no caso da marcacdo de p53 foi também encontrado um aumento expressivo na intensidade de
fluorescéncia nuclear durante o tratamento com doxorrubicina ilustrando novamente a eficiéncia do tratamento em
causar estresse genotdxico nos cardiomiocitos (Figura 5). Ademais, foi visto um aumento de p53 durante a inibigao
de FAK e uma tendéncia a aumento durante a inibicdo concomitante ao estresse genotdéxico. Tendo em vista a
interacdo ja descrita entre FAK e p53, em que FAK atua como uma plataforma de interagdo promovendo a
ubiquitinagéo de p53," um aumento na intensidade de fluorescéncia nuclear nos grupos com FAK inibida indica que
a ativagdo da FAK pode ser importante para a degradag¢ao adequada de p53, mas nao descartamos a possibilidade
desse fendmeno estar relacionado ao efeito da FAK em outro ponto da via.
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Figura 5. A inibicdo da FAK causa aumento na intensidade de fluorescéncia nuclear de p53 e essa inibicdo gera uma tendéncia a aumento frente
estresse genotdxico causado por tratamento com doxorrubicina. Os cardiomidcitos ndo foram tratados (CT) ou foram tratados por 3 horas com
10pM de inibidor de FAK (PF), 1uM de doxorrubicina (Dox) ou 10uM de inibidor de FAK simultaneamente com 1uM de doxorrubicina (Dox+PF).
Na esquerda estdo as imagens de microscopia de super resolu¢do por iluminagéo estruturada, adquiridas no microscopio Zeiss Elyra marcando o
nucleo com dapi (azul) e FAK (verde) e p53 (vermelho). Na direita esta a representagéo quantitativa da intensidade de fluorescéncia de p53 nos
nucleos dos cardiomidcitos, sendo que o numero de nucleos quantificados para cada grupo foi: CT (n=34), PF (n=33), Dox (n=32), Dox+PF
(n=30). Os dados nao apresentaram distribuicdo normal e foram entdo comparados pelo teste Kruskal-Wallis sendo as comparagées individuais
entre cada grupo feitas pelo teste Dunn n&o corrigido. No grafico esta representada a média dos grupos +/- SEM. Escala de 5um.

Conclusao

O tratamento com inibidor de FAK em paralelo a doxorrubicina leva a uma piora significativa na viabilidade
em cardiomiécitos, mas esse resultado ndo é visivel apds 3 horas de tratamento, indicando que nesse estagio as
células ainda ndo passaram por todas as vias e processos necessarios para perda de viabilidade. O tempo de
tratamento foi eficiente em deflagrar a atividade da via de sinalizagdo ao dano de DNA de interesse: ATM, Chk2,
p53. Ademais, o tratamento com doxorrubicina provocou a translocagdo de FAK para o nucleo e o tratamento com
inibidor de FAK provocou a formagao de agregados de FAK no nucleo. Mais especificamente, o tratamento
simultdneo de doxorrubicina com inibidor de FAK parece alterar a colocalizagdo de ATM e FAK no nucleo, além de
aumentar a intensidade de fluorescéncia nuclear de Chk2. Por fim, ha indicacdo de que a inibigdo de FAK pode
contribuir para a estabilizagdo de p53 inibindo sua degradacgéao.
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