CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE

{ NEURITOS EXPOSTOS AO PACLITAXEL E

IMPLICACOES DO GENE FGD4

INTRODUCAO

O Paclitaxel € um quimioterapico amplamente utilizado hoje em dia, atuando como um inibidor mitotico.
Seu mecanismo de acao se da através da sua interacao com a subunidade de b-tubulina, estabilizando as
estruturas de microtubulos. Porém um dos seus principais efeitos toxicos € o desenvolvimento da
Neuropatia Sensorial Periférica (NSP), que acomete subgrupos de pacientes em tratamento com o
farmaco, sendo um fator dose-limitante. Um estudo de associacao gendmica em larga escala mostrou
uma possivel associacao do gene FGD4 com o desenvolvimento da NSP induzida por paclitaxel. Além
disso, mutacdes neste gene estariam relacionadas com a sindrome de Charcot-Marie-Tooth 4H, uma
sindrome neuropatica periférica. Com isso, o objetivo deste estudo é investigar o papel do gene FGD4 no
desenvolvimento estrutural e funcional de neuritos em células da linhagem de neuroblastoma humano
SH-SY5Y expostas ao paclitaxel, como um modelo de neurotoxicidade induzida por quimioterapico.
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FIGURA1: ESTRUTURA E FUNCAO DA FRABINA NA ORGANIZACAO DO CITOESQUELETO DE ACTINA: (A) Organizacdo dos dominios da Frabina. (B) Os dominios FAB (N), DH e PH(1)
interagem diretamente com Cdc42 levando a sua ativacao e formacao de filopddios. Os dominios DH, PH(1), FYVE e PH(2) interagem indiretamente com Rac1, levando a formacao de
lamelipédios. Adaptado de Nakanishi e Takai, (2008). (C) Organizacao do citoesqueleto de actina na formacao de filopddios e lamelipddios no cone de crescimento dos axonios.
Adaptado de Lowery and Vactor, 2009
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FIGURA 2: ESQUEMA EXPLICATIVO DA SEQUENCIA EXPERIMENTAL: (A) Células da linhagem de neuroblastoma humano SH-SY5Y foram trasnfectadas e tratadas com 10 mM de
AR para desenvolvimento de um fenétipo neuronal. (B) Mapa do vetor retroviral contendo as sequéncias de silenciamento shRNA especificas para o gene FGD4 e uma sequéncia
nao relacionada (Scramble) como controle.
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FIGURA 3 : ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR: As células foram tratadas por 24 e 48h com pacltaxel para determinacao o perfil de resisténcia ao farmaco e escolhas das
concentracdes do quimioterapico a ser utilizadas nos experimentos futuros. (A) Apds 24 horas de tratamento com paclitaxenao houve reducgdes significativas na viabilidade celular.
(B) Nas Células tratadas por 48 horas com paclitaxel foi possivel observar reducdes estatisticamente significantes na viabilidade celular a partir da concentracao de 1000 nM.

Média + DP, N=2. ANOVA 1-way E Bonferroni pés teste. **p<0,01; ***p<0,0001.
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FIGURA 4: CARACTERIZACAO DO MODELO:. (A) Todas as construcdes de shRNA utilizadas levaram ao um diminuicdo da expressdo da proteina Frabina. A expressdo do marcador
neuronal blll-tubulina parece diminuir com o silenciamento do gene FGD4. Ja a expressao do GAP43 parece ter um leve aumento na maioria das células silenciadas, representando
um possivel dano neuronal. (B) Células foram transfectadas com as quatro construcdes de shRNA especificas para FGD4 e seus neuritos foram medidos apds 7 dias de diferenciacao.
Todas as construcdes apresentaram redugdes estatisticamente significativas no comprimento dos neuritos quando comparada com o grupo scramble

Foram medidos cerca de 120 neuritos por condicao. Média £ ER. T teste, ***p<0,0001.

FIGURA 5: IMUNOMACACAO PARA FRABINA E DAPI (A) Sobreposicdo do campo claro com a marcacdo para a Frabina e DAPI. (B) Cone de crescimento celular com marcag3o
especifica para Frabina. (C) DAPI. (D) Campo claro. E possivel observar a localizagdo da Frabina ao longo dos neuritos (seta), assim como no cone de crescimento (ponta de seta).
Aumento de 1200x.
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FIGURA 6: IMUNOMARCACAO PARA ACTINA E FRABINA: (A, E) Imagem de campo claro das células SH-SY5Y. (B, F) Marcac3o especifica para Frabina. (C, G) Marcacdo especifica
para actina utilizando faloidina conjugada a fluoréforo. (D, H) Sobreposicdo das marcacdes para Frabina e Actina. E possivel observar uma co-localiza¢do da actina e da Frabina ao
longo dos neuritos observados, assim como no cone de crescimento destes neuritos. Sugerindo uma possivel interacao entre ambas as estruturas. Aumento de 1200x.
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FIGURA 7: CELULAS SCRAMBLE E SILENCIADAS TRATADAS POR 24 E 48 HORAS COM PACLITAXEL (A e C) Células scramble tratadas por 24 e 48 horas com paclitaxel, respectivamente.
Foram observadas reducdes estatisticamente significativas no comprimento dos neuritos das células tratadas com paclitaxel para todas as concentracdes em relacdo as células
controle sem tratamento. (B e D) Células silenciadas para o gene FGD4 e tratadas por 24 e 48 horas, respectivamente. Também foi possivel observar reducdes estatisticamente
significativas nos comprimentos dos neuritos em todas as concentracgdes trabalhadas quando comparadas as células silenciadas sem tratamento.
Média + EP, N=3. ANOVA 1-way e teste de Bonferroni. ***p<0,0001.
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FIGURA 8: COMPARACAO DOS NEURITOS ENTRE OS GRUPOS SCRAMBLE E SILENCIADO: (A) Grupos scramble e shFGD4 tratados por 24 horas com paclitaxel. Ndo foram observadas
reducOes estatisticamente significativas no comprimento dos neuritos das células silenciadas em relacao as scramble em todas as concentracdes utilizadas. (B) Grupo scramble e
shFGD4 tratados por 48h com paclitaxel. Foram observadas reducdes nos comprimentos dos neuritos nas células silenciadas em relagao as células scramble nas concentragdes de O,
100 e 5000nM de paclitaxel. Sendo essa reducao mais acentuada no grupo sem tratamento. A concentragao de 1000 nM nao apresentou reducgdes significativas.
Média + EP, N=3. Teste T. ***p<0,0001.
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FIGURA 9 : DISTRIBUICAO DE NEURITOS POR FAIXA DE TAMANHO: (A,B) Células scramble n3o tratadas apresentaram a maioria dos neuritos maiores que 100mm, diferentemente
das células tratadas com paclitaxel por 24 e 48 horas que a maioria dos seus neuritos considerados pequenos. O niumero de neuritos pequenos aumentavam conforme o aumento
da concentracao do farmaco. (C,D) Resultados similares foram observados para as células silenciadas para o gene FGD4 quando tratadas por 24 e 48 horas de paclitaxel, porém o
efeito parece ser mais acentuado no grupo silenciado do que no grupo scramble .
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§ FIGURA 10 : CELULAS SCRAMBLE E SILENCIADAS TRATADAS POR 24 HORAS COM PACLITAXEL: As células
scramble apresentaram um leve aumento da expressao de blll-tubulina nas concentracbesde 1e5mM e

plll-Tubulina (S55Kda) um nitido aumento de GAP43 na concentracdo de 1 mM, seguida de uma diminuic3o da sua expressdo na

concentracdao de 5 mM de paclitaxel. Ja as células silenciadas para o gene FGD4 sem tratamento

apresentaram uma reducdo na expressao de blll-tubulina em relacdo as células scramble sem tratamento.

GAP43 (55Kd . : ~ . o
(55Kda) E esta reducao foi proporcional ao aumento da concentracao de paclitaxel. Enquanto que a expressao de

GAP43 no grupo shFGD4 sem tratamento também diminuiu em relacdo ao grupo scramble sem

factna U de) tratamento, porém essa reducio se manteve ao longo das 3 concentracdes de paclitaxel trabalhadas.
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