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RESUMO

Araujo, Jackeline Souza. Caracterizagao funcional e da dindmica espacial da miosina-Va
no processo de fissdo mitocondrial. 2021. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Ribeirdo Preto.

A arquitetura mitocondrial esta envolvida em varias func¢Ges cruciais para a viabilidade celular,
como proliferacdo, senescéncia e sinalizacdo. Em particular, a dindmica mitocondrial através
do equilibrio entre fuséo e fissdo mitocondriais desempenha um mecanismo central para ajustar
as necessidades metabdlicas da célula. Recentemente, tem se dado um grande foco a
participacdo do citoesqueleto e dos motores moleculares nos processos requeridos para
homeostase mitocondrial. Em especial, a proteina mitoSpirel, uma proteina nucleadora de
actina que possui localizagcdo mitocondrial, foi mostrada ser importante na fissdo mitocondrial.
Interessantemente, proteinas Spire interagem com 0s motores moleculares miosina-V. A
miosina-Va, um motor molecular dependente da actina, esta envolvida em diversas fungdes
cruciais para célula e dados ja publicados do nosso laboratério indicam que ela também tem
uma localizacdo mitocondrial. Devido a isso, nds postulamos que a miosina-Va estaria
envolvida nos processos de dindmica mitocondrial. Para responder a estas questdes,
inicialmente ndés confirmamos a localizagdo da miosina-Va na superficie mitocondrial atraves
de imagens confocais e de super-resolucdo. Posteriormente, vimos que a miosina-Va interage
diretamente com mitoSpirel, e que seu recrutamento para MME aumenta com a superexpressao
de mitoSpirel, tornando a sua interagdo mitocondrial ainda mais evidente. Para entendermos se
a miosina-Va desempenha algum papel referente a mitocondria, n6s a modulamos em células
de melanoma A375 através do silenciamento com shRNAs e do nocaute (KO) utilizando
CRISPR. Observamos que estas células possuem mitocondrias alongadas e com um menor
numero de eventos de fissdo apos a deplecdo da miosina-Va. Esse fendtipo é resgatado através
da superexpressdo de um construto contendo a miosina-Va inteira. Além disso, através de
video-microscopias nés observamos que a miosina-Va € localizada nos pontos de fisséo
mitocondrial, e que essa localizacdo é parcialmente perdida em células KO para mitoSpirel.
Em busca do mecanismo pelo qual a miosina-Va interfere na fissdo mitocondrial, nés
investigamos a sua interacdo com outras proteinas importantes deste processo. A partir disso,
observamos que a localizacdo da miosina-Va nos pontos de fissdo mitocondrial coincide
também com agrupamentos de Drpl, que é a principal proteina responsavel pela fissao
mitocondrial. Nossos dados também mostram a interessante localiza¢do conjunta da miosina-
Va com Rablla nos pontos de fissdo mitocondrial, a qual também é parcialmente perdida em
células KO para mitoSpirel. Por fim, nds vimos que as células KO para miosina-Va possuem
menores taxas de consumo de oxigénio, quando comparadas com células controle, assim como
menores niveis de producdo de ATP. Em busca das consequéncias dessa menor eficiéncia
energética, nos avaliamos algumas fun¢des tumorigénicas das células, como a clonogenicidade
e a migracao, vimos que estas capacidades se encontram diminuidas apds o0 KO da miosina-Va.
Portanto, nossos dados sdo indicativos de um papel da miosina-Va na fissdo mitocondrial, e nos
indicam que possivelmente a miosina-Va, mitoSpirel e Rabl1a funcionem como um complexo
proteico envolvido na regulacdo da fissdo mitocondrial. Concluindo, a falta de funcdo da
miosina-Va provoca um desequilibro na fissdo mitocondrial associada a uma menor eficiéncia
energética, que leva a uma diminuicdo das propriedades tumorigénicas das células de melanoma
A375 e podem explicar algumas das disfun¢Ges neuromusculares severas associadas com a
Sindrome de Griscelli tipo 1.

Palavras chave: Miosina-Va, Mitocondria, mitoSpirel, Rablla, Melanoma.



ABSTRACT

Araujo, Jackeline Souza. Characterization of the functional and spatial dynamics of
myosin Va in the mitochondrial fission process. 2021. Tese (Doutorado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina de Ribeir&o Preto, Ribeirdo Preto.

Mitochondrial architecture is involved in several crucial functions to cell viability, such as
proliferation, senescence and signaling. In particular, mitochondrial dynamics through the
balance between mitochondrial fusion and fission plays a central role in adjusting the cell
metabolic needs. Recently, there has been a great focus on the participation of the cytoskeleton
and molecular motors in the processes required for mitochondrial homeostasis. In particular,
mitoSpire, an actin-nucleating protein that has a mitochondrial location, has been shown to be
important in mitochondrial fission. Interestingly, Spire proteins interact with myosin-V
molecular motors. Myosin-Va, an actin based molecular motor, is involved in a number of
crucial cell functions, and published data from our laboratory indicate that it also has a
mitochondrial location. In this context, we hypothesized that myosin-Va could be involved in
the processes of mitochondrial dynamics. To answer these questions, we initially confirmed the
localization of myosin-Va to mitochondria surface using super-resolution and confocal images.
Later, we saw that myosin-Va interacts directly with mitoSpirel, and that its recruitment to the
OMM increases with the overexpression of mitoSpirel, making myosin-Va mitochondrial
interaction even more evident. To understand if myosin-Va plays a role in the mitochondria,
we modulate it in A375 melanoma cells through knockdown with shRNA and also nocaute
(KO) using CRISPR. We observed that these cells have elongated mitochondria and fewer
fission events after myosin-Va depletion. This phenotype is rescued by overexpressing a
construct containing the full length myosin-Va. In addition, through video microscopy we
observed that myosin-Va is localized at mitochondrial fission points, and that this location is
partially lost in mitoSpirel KO cells. In search of the mechanism by which myosin-Va
interferes with mitochondrial fission, we investigated its interaction with other important
proteins in this process. We observed that the localization of myosin-Va at the mitochondrial
fission points also coincides with clusters of Drpl, which is the central protein responsible for
mitochondrial fission. Our data also show the interesting localization of myosin-Va and Rablla
to the mitochondrial fission points, which is also partially lost in mitoSpirel KO cells. Finally,
we found that KO cells for myosin-Va have lower oxygen consumption rates when compared
to control cells, as well as lower levels of ATP production. In search for the consequences of
this lower energy efficiency, we evaluated some tumorigenic functions of the cells, such as
clonogenicity and migration, we observed that these capacities are reduced after myosin-Va
KO. Therefore, our data are indicative of a role for myosin-Va in mitochondrial fission, and
indicate that myosin-Va, mitoSpirel and Rablla could possibly act as a protein complex that
is involved in the regulation of mitochondrial fission. In conclusion, myosin-Va depletion
causes an imbalance in mitochondrial fission associated with lower energy efficiency, which
leads to a decrease in tumorigenic properties of A375 melanoma cells and may explain some
of the severe neuromuscular dysfunctions associated with the Griscelli syndrome-type 1.

Key words: Myosin-Va, Mitochondria, mitoSpirel, Rablla, Melanoma.
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1. Introducao

1.1. O citoesqueleto e suas proteinas motoras

A conotagdo da palavra “esqueleto” muitas vezes pode nos remeter a algo fixo e estatico.
Porém o citoesqueleto celular € uma estrutura extremamente dindmica e adaptativa, cujos
componentes estdo em constante fluxo. Temos trés principais polimeros que formam o
citoesqueleto de uma célula — filamentos de actina, microtabulos, e filamentos intermediarios
(Fletcher and Mullins, 2010; Pollard and Goldman, 2018). A altamente regulada e ordenada
montagem desses polimeros do citoesqueleto, juntamente com a acdo dos seus motores
moleculares associados, sdo responsaveis por trés importantes fungdes: organizar os conteudos
da célula espacialmente; gerar forca coordenada que capacita 0 movimento e a mudanca de
formato da célula; e conectar a célula ao ambiente externo, tanto fisica quanto bioquimicamente
(Pollard, 2003).

O citoesqueleto de actina provém da montagem da actina globular (G-actina) em
filamentos de dupla hélice (F-actina). A montagem e a desmontagem da F-actina € um processo
altamente dindmico, que envolve diversas proteinas regulatorias de acordo com a diversidade
de funcgdes que os filamentos de actina podem ter (Svitkina, 2018). Brevemente, a polimeracéo
espontanea da G-actina é impedida principalmente por proteinas ligadoras de G-actina, como
as profilinas e B-timosinas. Ja a polimerizacdo de novo de filamentos de actina € mediada por
proteinas nucleadoras de actina ou por complexos de nucleagdo, sendo 0s principais: 0
complexo Arp2/3; as forminas; e as proteinas nucleadoras com dominio de ligacao a actina em
tandem, como as proteinas Spire, Cobl e leimodinas (Rottner et al., 2017).

Os microtibulos sao formados por heterodimeros de a- e B-tubulina, formando
polimeros ocos e cilindricos, geralmente de 13 protofilamentos. Os microtibulos séo
polimerizados a partir do centro organizador de microtabulos (MTOC), que geralmente tem
uma localizacdo centrossomal. Microtibulos tem uma interessante caracteristica chamada de
“instabilidade dindmica”, que significa que a rede de microtubulos pode passar rapidamente de
um estado de crescimento estavel para uma despolimerizacdo rapida, chamada catastrofe. Isso
faz com a rede de microtubulos seja capaz de se reorganizar rapidamente, o que é altamente
importante porque permite uma rapida adaptacdo da célula a fatores externos e internos
(Goodson and Jonasson, 2018).

Tanto os filamentos de actina quanto os microttbulos sdo estruturas polarizadas, o que
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faz com que as duas extremidades de cada polimero sejam diferentes entre si. A extremidade
de crescimento mais rapida é denominada de extremidade mais (+), enquanto a de crescimento
mais lento é denominada de extremidade menos (-). Como consequéncia dessa polaridade
estrutural, cada polimero tem seus motores moleculares, que se movem preferencialmente em
uma direcdo. Os motores moleculares associados ao microtubulos sdo as dineinas, que se
movem em dire¢do a extremidade menos (-) do microtibulos; e as cinesinas, que se movem em
direcdo a extremidade mais (+) (Sweeney and Holzbaur, 2018). J& os motores moleculares
associados ao citoesqueleto de actina sdo as proteinas membro da superfamilia das miosinas,
que por sua vez, se movem em direcdo a extremidade mais (+) do filamento de actina; com
excecdo da miosina VI, que apresenta um movimento em direcdo a extremidade menos (-)
(\Vale, 2003).

Todas as classes de mores moleculares convertem energia quimica em forca motora a
partir da hidrdlise do ATP, que por sua vez gera uma mudanca conformacional nos seus
respectivos dominios motores que é traduzida em movimento. Outros dominios dos motores
moleculares podem auxiliar na organizacdo dos citoesqueletos de actina e microtubulos, e
também agir como reguladores dos processos de montagem e desmontagem das redes do
citoesqueleto. Os motores moleculares também possuem seus dominios de interagdo com carga,
que sdo responsaveis transportar e/ou ancorar organelas, complexos proteicos, vesiculas,
RNAs, entre outros componentes intracelulares. Por conseguinte, ndo seria surpreendente que
defeitos na maquinaria de transporte dependente de motores moleculares estariam associados
com uma ampla gama de doencas, incluindo neurodegeneracdo, tumorigénese e defeitos no
desenvolvimento (Schliwa and Woehlke, 2003; Vale, 2003; Xiao et al., 2016).

Por fim, os filamentos intermediarios sdo formados por uma grande classe de proteinas
que sdo codificadas por pelo menos 70 genes. Diferentemente dos filamentos de actina e dos
microtubulos, os filamentos intermediarios ndo sdo polarizados e ndo suportam o movimento
de motores moleculares (Hohmann and Dehghani, 2019). Esses filamentos podem resistir a
forcas tensoras com bastante eficiéncia e podem ser utilizados como mecanismo de resposta a
estresses mecanicos, como por exemplo, em células do epitélio das vias aéreas (Fletcher and
Mullins, 2010). Uma classe muito importante e altamente expressa de filamentos intermediarios
sdo as laminas nucleares, que contribuem para a integridade do ndcleo das células, e também,
podem ser um fator regulatdrio para o comeco da mitose (Tsai et al., 2006).

Revisdes mais detalhadas e abordando mais detalhes sobre os filamentos do

citoesqueleto, e os diferentes motores moleculares, foram publicadas por Fletcher and Mullins,
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2010; Hohmann and Dehghani, 2019; e Schliwa and Woehlke, 2003; dentre outras, e podem
ser consultadas para maiores informac6es. Como grande parte deste trabalho tem como foco o

motor molecular miosina-Va, apresentaremos uma visao mais aprofundada sobre ela.

1.2.  Miosina-Va

Miosinas sdo motores moleculares dependentes de actina e possuem uma grande
diversidade de fungdes nas células, incluindo a contragdo muscular, divisdo celular durante a
citocinese, transporte de diversas cargas intracelulares, manutencdo da adeséo célula-célula e
célula-substrato, além da participacdo na motilidade celular. A superfamilia das miosinas é
composta de mais de 30 classes de proteinas. Em células humanas, sdo expressas 40 miosinas
diferentes, pertencentes a 12 classes (Odronitz and Kollmar, 2007; Sebé-Pedros et al., 2014).

A classe das miosinas V € uma das mais complexas entre as diversas classes ja
identificadas da superfamilia de miosinas, além de uma das classes mais conservadas
evolutivamente, sendo que seus membros foram caracterizados em diversos organismos. Em
humanos, foram identificados trés membros de miosinas da classe V: miosina-Va; miosina-Vb
e miosina-Vc (Cheney, Riley, et al., 1993; Cheney and Rodriguez, 2001; Masters et al., 2017).

Todas as miosinas conhecidas possuem uma estrutura similar em suas cadeias pesadas,
que podem ser divididas em trés dominios principais: motor, pescoco e cauda. O dominio motor
é altamente conservado entre todas as classes de miosinas e se localiza na regido N-terminal, e
é responsavel pela hidrolise do ATP, além de possuir o sitio de ligacdo a actina. O ciclo da
ATPase ¢ interligado as mudancas conformacionais e a capacidade de ligacdo do motor a actina.
A miosina-Va age como um dimero, ou seja, é formada por duas cadeias pesadas e, portanto,
contém duas cabecas. Os ciclos de ATP das duas cabecas idénticas sdo escalonados, de modo
que pelo menos uma das cabecas é fortemente ligada a actina em um dado momento.

O dominio pescog¢o atua como um brago de alavanca mecéanica, e amplifica as mudancas
conformacionais do dominio motor em forma de deslocamento. E composto por diversos
motivos 1Q (motivos de isoleucina-glutamina) que formam uma a-helix que pode conter a
ligacdo de varias calmodulinas ou cadeias leves regulatorias. A guantidade de dominios 1Q
geralmente dita a processividade e o tamanho dos passos da miosina nos filamentos de actina
(Purcell et al., 2002). Na classe de miosina-Va, especificamente, 0 dominio pescogo possui seis
dominios 1Q (com a sequéncia IQxxXRGxxxR) (Espreafico et al., 1992; Cheney, O'shea, et al.,
1993).

Por fim, temos o dominio cauda, que pode ser dividido em subdominios. Na miosina-
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Va temos os subdominios da cauda proximal, cauda medial e cauda globular. As regides da
cauda proximal e medial se localizam logo apds os dominios 1Q, e sdo formadas por uma
estrutura coiled-coil. Este segmento € responsavel por dimerizar as duas cadeias pesadas da
miosina-Va e facilitar o movimento ao longo do filamento de actina, além de também facilitar
0 dobramento da proteina. J& o dominio da cauda globular, é altamente variavel entre as classes
de miosinas, e é responsavel por se ligar a cargas especificas (Espreafico et al., 1992;
Thirumurugan et al., 2006; Zhang et al., 2018). Na miosina-Va, esta regido foi associada com
a ligacdo de diversos receptores de carga, além de também conter sitios de splicing alternativo
que permitem uma maior diversidade e seletividade de ligacdo de carga. A miosina-Va, devido
a sua dimerizacdo, também possui dois dominios globulares (Pashkova et al., 2006; Zhang et
al., 2016). A Figura 1 apresenta detalhes da estrutura da miosina-Va.

Motor ou
Ca_pg_ga
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Pescoco
N )
| I.\
- \t"l
Cauda T\L

proximal “‘rg#
I'\l
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rg .
/" medial
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Figura 1. Desenho estrutural da miosina-Va. Na parte N-terminal da miosina-Va esta 0 dominio motor ou
cabeca que contém os sitios de ligacdo ao ATP e actina. A cabega é seguida pelo dominio pescoco que consiste
em seis motivos 1Q, os quais agem como sitos para ligacdo de calmodulina (cinza) ou cadeias leves semelhantes a
calmodulina (marrom). Em seguida, temos o dominio cauda, que pode ser subdivido em cauda proximal, medial e
globular. Na cauda proximal e medial temos a presenca de cinco regides coiled-coils separadas for quatro hastes
flexiveis. Adapatado de (Izidoro-Toledo et al., 2013).

A miosina-Va tem a sua atividade ATPasica dependente de célcio, e além disso, o calcio
também induz mudancas conformacionais na sua estrutura (Espindola et al., 1992; Krementsov

et al., 2004; Wang et al., 2004). Foi proposto um modelo de regulagdo da miosina-Va baseado
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na sua inibicdo pela cauda globular, onde a auséncia de célcio faz com que o dominio da cauda
globular da miosina-Va se ligue ao seu dominio motor, tornando a proteina inativa, nessas
condi¢des a miosina-Va assume uma conformacdo dobrada e triangular. Essa inativacdo é
revertida pela presenca de célcio e/ou de proteinas adaptadoras, quando a miosina-Va assume
uma conformagéo estendida (Li et al., 2005; Liu et al., 2006; Zhang et al., 2018).

A miosina-Va realiza o transporte e a ancoragem de suas cargas através da interacao
com algumas proteinas adaptadoras no seu dominio cauda, tanto na parte da cauda proximal
quanto na parte da cauda globular (Zhang et al., 2018). As principais proteinas adaptadoras que
interagem com a miosina-Va sdo as proteinas membros da familia de Rab GTPases. As
proteinas Rab séo reguladores centrais de todos os aspectos de trafego intracelular, incluindo o
brotamento, capeamento, mobilidade, ancoragem e fusdo de vesiculas (Kelly et al., 2012;
Pylypenko et al., 2018). Elas possuem um papel tdo amplo devido a sua capacidade de, quando
no estado ativo ligado ao GTP, se ligarem a diversas proteinas efetoras que medeiam tais
funcdes. Ja foi demonstrada a interacdo da miosina-Va a partir do seu dominio cauda com as
Rabs 3, 6, 8, 10, 11, 14, 25 e 39 (Lindsay et al., 2013). Além disso, a miosina-Va também
interage indiretamente com a Rab27a através da melanofilina, uma proteina efetora de Rab
(Fukuda et al., 2002; Hume et al., 2002).

A interacdo entre a miosina-Va, Rab27a e melanofilina é um dos complexos mais
estudados e bem caracterizados dos quais a miosina-Va faz parte. Juntamente, essas proteinas
estdo evolvidas no transporte de melanossomos, em melandécitos (Strom et al., 2002; Wu, X. et
al., 2002; Nascimento et al., 2003). Os melanossomos sdo organelas, similares a lisossomos,
especializadas na producdo de melanina, um pigmento capaz de absorver a luz e assim, é
responsavel pela protecdo contra os dados da radiacdo UV. Os melanossomos maduros
necessitam ser transportados para a periferia dos melandcitos, onde a melanina é transferida
para 0s queratinocitos vizinhos atuando na coloracdo da pele e cabelos (Nascimento et al.,
2003). Este transporte dos melanossomos para a periferia celular se da de duas maneiras. A
primeira envolve os microtubulos em um transporte bidirecional chamado de “longo alcance”,
no qual os melanossomos sdo levados do centro da célula até a regido cortical, e de volta para
0 centro da célula através dos motores moleculares dineinas e cinesinas (Vancoillie et al.,
2000a; b). Uma vez no cértex da célula, se d& o segundo tipo de transporte, que envolve 0s
filamentos de actina e ¢ chamado de transporte de “curto alcance”. Nesse caso, 0 complexo
formado pela miosina-Va, melanofilina e Rab27a é responsavel pela ancoragem dos

melanossomos na rede cortical de actina, impedido que eles voltem para centro da célula através
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dos microtdbulos, e permitindo assim, que a melanina seja liberada para os queratindcitos (Da
Silva Bizario et al., 2002; Fukuda et al., 2002; Westbroek et al., 2003).

MutacBes em qualquer desses genes sdo causadoras da Sindrome de Griscelli uma
doenca autossomica recessiva rara, comumente caracterizada pela pouca ou nenhuma coloragéo
da pele e do cabelo dos individuos afetados devido a defeitos no transporte dos melanossomos
(Van Gele et al., 2009). A Sindrome de Griscelli € classificada em trés tipos de acordo com o
gene mutado: tipo 1 é causada por mutacfes no gene da miosina-Va; tipo 2 por mutacées no
gene da Rab27a; e tipo 3 que é causada por mutacBes no gene da melanofilina. Especificamente,
mutaces no gene da miosina-Va levam ao tipo 1 desta sindrome que, além da
hipopigmentagdo, geralmente vem acompanhada de serios comprometimentos neurolégicos
(Pastural et al., 1997; Meénasché et al., 2002), os quais podem ser explicados pela importancia
da miosina-Va no transporte de vesiculas secretdrias e sindpticas no cérebro (Rudolf et al.,
2011).

A miosina-Va é ubiquamente distribuida nas células e varias linhas de evidéncia
postularam fungbes muito mais amplas para a miosina-Va, além do transporte de
melanossomos. Por exemplo, a miosina-Va é concentrada nos centrossomos, e em células
ciliadas interfere no desenvolvimento do cilio primario (Espreafico et al., 1998; Assis et al.,
2017). Também foi demonstrado atraves de trabalhos de localizacdo celular que a miosina-Va
se associa com espiculas nucleares (Pranchevicius et al., 2008), e com diversas organelas
citoplasmaticas, como o reticulo endoplasméatico (RE), complexo de Golgi, endossomos,
peroxissomos, e a mitocéndria (Takagishi et al., 1996; Nascimento et al., 1997). A miosina-Va
também foi relacionada com diversos processos de células cancerigenas, como sua interacao
com PTEN (Van Diepen et al., 2009), com Bcl-xL (Du et al., 2007); além da miosina-Va
também ser regulada positivamente por Snail, promovendo invasdo celular (Lan et al., 2010).

A relacdo da miosina-Va em processos tumorais é bem descrita no melanoma. A
miosina-Va é hiper-regulada em células de melanoma metastatico e é requerida para a
manifestacdo das propriedades malignas dessas células, como por exemplo, a sobrevivéncia
independente de ancoragem, migracao e invasdo (Alves et al., 2013). A miosina-Va também
foi postulada por ser um alvo de MITF (Alves et al., 2017), um importante fator de transcricao
responsavel por propriedades malignas do melanoma. Além disso, a miosina-Va é capaz de
modular a apoptose iniciada pela indugéo da permeabilizagdo da membrana mitocondrial
externa (MOMP) através da modulagéo do fator pro-apoptético Bmf (Puthalakath et al., 2001).

E possivel induzir a apoptose de células de melanoma a partir da interferéncia neste processo
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pela superexpressao de um pequeno fragmento da cauda da miosina-Va (lzidoro-Toledo et al.,
2013), este fragmento se liga fortemente a proteina DLC2 impedindo que a DLC2 se ligue a
Bmf, e assim a Bmf fica disponivel para desencadear a apoptose.

Como dito anteriormente, também ja foi observada a presenca da miosina-Va na
mitocondria (Takagishi et al., 1996; Nascimento et al., 1997); e interessantemente, Myo2p,
proteina ort6loga a miosina-Va em leveduras, é requerida para o transporte mitocondrial e para
correta herangca mitocondrial pelas células filhas apds a mitose em Saccharomyces cerevisiae
(Boldogh et al., 2004; Fortsch et al., 2011). Em mamiferos, a miosina-Va tem um papel no
metabolismo energético através da mediacdo do transporte de vesiculas contendo GLUT4 em
adipocitos e células musculares (Yoshizaki et al., 2007; Chen et al., 2012; Sun et al., 2014).
Porém, ha poucas observagdes sobre o efeito da miosina-Va sobre a rede mitocondrial. Ja foi
observado que o silenciamento da miosina-Va em neurénios leva a um aumento no tamanho
das mitocondrias (Pathak et al., 2010). Estudos recentes demonstram que a miosina-Va interage
com a proteina mitoSpirel e agem em conjunto na ancoragem e posicionamento da mitocondria
em compartimentos subcelulares (Straub et al., 2020), se opondo ao movimento das
mitocndrias baseado na rede de microtubulos (Saxton, 2018). A mitoSpirel € uma proteina
nucleadora de actina pertencente a familia das Spire, e, além de se localizar na membrana
mitocondrial externa (MME), também ja foi relacionada como tendo uma fungdo na dindmica
mitocondrial (Manor et al., 2015). A proteinas Spire interagem com ambas miosina-Va e
miosina-Vb através de um dominio conservado na regido central da cauda globular das
miosinas-V (Pylypenko et al., 2016). Essa interacédo, juntamente com os dados relatados acima,

sdo um forte indicativo para um papel da miosina-Va na dinamica mitocondrial.

1.3. Dinamica mitocondrial

Mitocondrias sdo organelas semiautbnomas que possuem O Seu proprio genoma e
maquinaria de sintese proteica. A ultraestrutura mitocondrial, que pode ser visualizada por
microscopia eletrdnica, é caracterizada por um sistema de dupla membrana. A membrana
mitocondrial externa (MME) é voltada para o citosol, e a membrana mitocondrial interna
(MMI) € voltada para a matriz mitocondrial. O compartimento entre as membranas externa e
interna é chamado de espaco intermembranas (Labbé et al., 2014). A membrana interna forma
protrusdes em direcdo a matriz mitocondrial que sdo chamadas de cristas mitocondriais e
acomodam os complexos da cadeia respiratoria (Cogliati et al., 2016). O papel classico da

mitocdndria é o suprimento de energia da célula a partir da producdo de ATP, que é gerado
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através da fosforilagdo oxidativa nas cristas mitocondriais (Chandel, 2015). Este processo gera
espécies reativas de oxigénio (EROS) como subprodutos, que podem agir como moléculas de
sinalizacdo fisiolégica ou induzir toxicidade quando produzidas em excesso (Shadel and
Horvath, 2015).

Nas ultimas décadas, o conceito de que as mitocéndrias eram organelas estaticas e
isoladas que serviam apenas como “powerhouses” para a célula tornou-se obsoleta
(Westermann, 2010; Tilokani et al., 2018; Rastogi et al., 2019). Com o desenvolvimento de
novas tecnologias que permitiram o rastreamento das mitocondrias em células vivas, pudemos
observar como as mitocondrias continuamente se movem e adaptam suas formas através da
fissdo e fusdo mitocondrial (Chandel, 2015; Tilokani et al., 2018). Os processos de fuséo e
fissdo mitocondrial sdo coletivamente conhecidos como dindmica mitocondrial e esses
processos estdo envolvidos em varias fungdes cruciais para a célula, como viabilidade celular,
apoptose, imunidade, adaptacdo bioenergética e controle de qualidade mitocondrial (Otera et
al., 2013; Nasrallah and Horvath, 2014; Mishra and Chan, 2016; Chen and Chan, 2017). Além
disso, o desequilibrio do balanco entre os processos de fissdo e fusdo é um fator causal para o
inicio de doencas neurodegenerativas, cancer e envelhecimento (Suen et al., 2008; Youle and
Van Der Bliek, 2012; Mishra and Chan, 2014; Giampazolias and Tait, 2015; Bordi et al., 2017),
0 que destaca a relevancia da dindmica mitocondrial para a homeostase celular.

Os principais componentes que regulam a dindmica mitocondrial sdo proteinas GTPase
pertencentes a familia das dinaminas. A fissdo é regulada através do recrutamento de Drpl
(Dynamin-related protein 1) (Otera et al., 2013) pelas suas proteinas adaptadoras, tais como
MFF, MiD49/51 e Fisl (Zhao et al., 2011; Loson et al., 2013). A fusdo é regulada
principalmente por Mfnl e Mfn2, que atuam na membrana mitocondrial externa (MME), e
Opal, que atua na membrana mitocondrial interna (MMI) (Macvicar and Langer, 2016). A nivel
molecular, a fissdo € importante para segregacédo da populacdo de mitocdndrias de uma célula
durante a mitose. Além disso, a existéncia de mitocondriais menores facilita o transporte dessas
organelas para pontos necessarios na célula. Este ultimo é especialmente importante em
neurdnios que possuem longos axonios. Ja fusdo mitocondrial é importante para manter a
populacdo mitocondrial de uma célula homogénea a partir da mistura dos componentes
mitocondriais. Esse processo também é importante para diminuir o stress mitocondrial, uma
vez que pode misturar 0s contetdos de uma mitocondria parcialmente danificada com uma
saudavel, fazendo uma forma de complementagéo.

Antes do evento de fissdo propriamente dito, a mitocéndria passa por uma pré-
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constricdo, que ocorre nos pontos de contato entre 0 RE e a mitocdndria. Os tubulos do RE néo
apenas fazem contato com a mitocéndria, mas também se enovelam ao redor dela levando a
essa constricdo (Friedman et al., 2011). Este processo ocorre com ajuda dos filamentos de actina
que sdo polimerizados ao redor da mitocondria nos pontos marcados pelo RE, por duas
proteinas: INF2 (Inverted Formin 2) e mitoSpirel (Hatch et al., 2014; Li et al., 2015). INF2 é
localizada na membrana do RE (Korobova et al., 2013; Chakrabarti et al., 2018) e a mitoSpirel
é localizada na membrana mitocondrial externa (Manor et al., 2015), ambas contribuem para a
polimerizacdo de actina ao redor da mitocéndria. Em adicdo, também ja foi mostrado que a
miosina-Il possivelmente possibilita esta constricdo gerando forca mecénica através dos
filamentos de actina polimerizados no local (Korobova et al., 2014; Yang and Svitkina, 2019).
Além deste passo ser importante na constri¢cdo do tubulo mitocondrial, a agcdo concomitante do
RE e dos filamentos de actina sdo cruciais reguladores da fissdo mitocondrial, sendo que 0s
filamentos de actina também sdo responsaveis estimular o recrutamento e a oligomerizacao da
Drpl (Ji et al., 2015; Hatch et al., 2016).

Embora seja bem conhecido que o RE e a polimerizacdo da actina sdo necessarios para
0S passos iniciais da divisdo mitocondrial, até recentemente ndo estava claro como o RE e 0
Drpl identificavam os locais adequados para a fissao mitocondrial. Lewis e colaboradores
(2016) mostraram que a replicacdo do mtDNA é um passo que antecede a fissdo mitocondrial.
Uma vez que o mtDNA replicante é espacialmente associado aos locais de contato das
mitocndrias e RE e aos locais de constricdo mitocondrial, foi postulado que a replicacdo do
mtDNA é um evento regulador pra os pontos de pré-constricdo mitocondrial. Essa regulacéo
espacial permitiria a distribuicdo do mtDNA para as novas mitocondrias “filhas” apds a fisséo
mitocondrial (Lewis et al., 2016).

O recrutamento da Drpl é um passo essencial para a fissdo mitocondrial. Drpl é uma
proteina predominantemente citosdlica que € dinamicamente recrutada para membranas da
mitocbndria, onde se oligomeriza e dirige a fissdo mitocondrial. Na MME, a Drpl se
oligomeriza em forma de anel ao redor da mitocondria, e entdo a hidrolise do GTP pela Drpl
leva a contricdo da membrana que marca um ponto de fissdo. Recentemente, foi visto que Drpl
mantém um equilibrio dindmico entre o citosol e a mitocéndria, além de estar constantemente
interagindo com a MME “procurando” por sinais indutores de fissdo. Foi visto também, que a
maturacdo de Drpl em oligbmeros estaveis e produtivos ao redor da mitocondria so6 se forma
em pontos especificos onde ha sinais para fissdo mitocondrial. A pré-constricdo realizada pelo

RE e os filamentos de actina sdo alguns destes pontos. As proteinas adaptadoras de Drpl, que
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em mamiferos sdo MFF e MiD49/51, sdo importantes também para o seu recrutamento, porque
Drpl ndo possui um dominio de ligacéo direta a membranas.

Apesar do papel e da importancia da Drpl para fissdéo mitocondrial ser muito bem
descrito, sempre foi questionada a sua capacidade de promover a cisdo propriamente dita da
mitocOndria. Estudos utilizando a técnica cryo-EM mostraram que em leveduras a Dnml
(andloga a Drpl de mamiferos) atingia uma constricdo maxima de 50-60nm (Naylor et al.,
2006), sugerindo que a cisdo final requeria um mais um passo. Foi entdo que, recentemente, foi
demonstrado que a Dnm2, um membro da familia convencional de dinaminas, age apés a Drpl,
no passo final da cisdo mitocondrial. Experimentos de imagens em células vivas demonstraram
que a Dnm2 ¢ especificamente recrutada pra pontos de fissdo em que ha presenca ativa da Drpl,
e que a Dnmz2 realiza o passo final da fissdo mitocondrial (Lee et al., 2016). A figura 2 sumariza
0s eventos da fissdo mitocondrial.

1. Pré-constrigao mediada 2. Recrutamento da Drp1
pelo RE mediada por adaptadores

3. Constrigao maxima
pela Drp1

4. Recr to e mc

Legenda:

Adaptadores e p.ti
0 (it Mipas . = Actina —
ou Mid51) © mtDNA issao
00 orpt INF2
Q Dnm2 @ mitoSpire1

Figura 2. Modelo esquematico dos eventos da fissdo mitocondrial em células de mamiferos. Na primeira etapa
ocorre a pré-constri¢do das mitocdndrias pela maquinaria de constricdo do RE, que foi postulada por ocorrer em
sitios de replicacdo dos nucledides mitocondriais. A imagem ampliada mostra INF2 localizada no RE iniciando a
nucleacdo dos filamentos de actina, que se associam com as mitocondrias através da proteina mitoSpirel. Os
filamentos de actina em crescimento, juntamente com a miosina-Il, exercem pressdo sobre a membrana
mitocondrial externa. Na segunda etapa, ocorre a ligacdo dos adaptadores da Drpl (Mff, MiD49 ou Mid51,
dependendo do tipo celular) no futuro local da fisséo, o que facilita o recrutamento de Drpl. Ap6s a montagem
dos adaptadores, os dimeros Drpl sdo recrutados para o local de fissdo. Diferentes formas oligoméricas de Drpl
podem ser recrutadas para a superficie mitocondrial, e ocorre a montagem do anel contrétil de Drpl no pescogo
da MME. Na terceira etapa ocorre a hidrélise de GTP gerando mudancas conformacionais, mediando assim a
constricdo final de Drpl. Por fim, na quarta etapa ocorre o recrutamento da Dnm2. Neste ponto proteinas
adaptadoras Dnm2 adicionais podem estar envolvidas. Apo6s a hidrélise do GTP, ocorre mais uma etapa de
constricdo para completar a fissdo, e em seguida a maquinaria de fissdo é desmontada. Adaptado de (Kraus and
Ryan, 2017).
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O exato mecanismo pelo qual ocorre a fusdo mitocondrial ainda é incerto,
provavelmente porque as proteinas Mfn e Opal foram as Ultimas da familia das dinaminas a
terem suas estruturas estudadas (Daumke and Praefcke, 2018; Gao and Hu, 2020). As Mfn s&o
descritas como moléculas com um formato de V, ancoradas na MME através de dois dominios
de hélices transmembranares. Também possuem um dominio GTPase, o qual permite a
interacdo entre as Mfn e hidrélise do GTP (Cao etal., 2017; Li et al., 2019). As proteinas Mfn
sdo necessarias na MME das duas mitocdndrias prestes a se fusionarem, portanto, a interacdo
em trans das Mfn é essencial para fusdo. A interacdo em trans dos dominios GTPase de duas
Mfn estimula a hidrolise do GTP, que por sua vez promove uma mudanca conformacional nas
Mfn, o que arrasta as membranas mitocondriais opostas até que fiquem justapostas (Koshiba et
al., 2004; Cao et al., 2017). Foi mostrado que alguns dominios da proteina da proteina Mfnl
conseguem desestabilizar membranas, quando em peptideos isolados (Daste et al., 2018), o que
sugere que este seja o passo final da fusdo da MME.

Assim que se concretiza a fusdo da MME, é necessario que também haja a fusdo da
MMI, a qual é mediada pela proteina Opal. Opal é uma GTPase evolutivamente conservada e
complexa, possuindo oito variantes de splicing (Griparic et al., 2007; Anand et al., 2014;
Macvicar and Langer, 2016). E importante também destacar que a Opal tem diversas outras
funcdes, além da fusdo das MMI. Devido a sua complexidade, e suas muitas variantes de
splicing, ela pode agir de diferentes maneiras, de acordo com as necessidades da célula. A Opal
é responsavel também pela manutencdo do mtDNA e sua ancoragem na MMI (Elachouri et al.,
2011), participa da organizacdo da crista mitocondrial e da localizacdo dos supercomplexos da
cadeia respiratoria (Cogliati et al., 2013; Cogliati et al., 2016), regula a apoptose a partir da
compartimentalizacdo do citocromo ¢ (Frezza et al., 2006) e regula a homeostase mitocondrial
de calcio nos locais de contato entre a mitocéndria e o RE (Fulop et al., 2015).

Opal se insere na MMI via sua parte N-terminal, e a maioria desta proteina fica exposta
no espaco intermembranas (Olichon et al., 2002). Em mamiferos, a localizacdo da Opal em
apenas uma de duas mitocéndrias opostas € necessario para dirigir a fusdo das suas membranas
internas (Song et al., 2009). Estudos mostram que a composic¢éo lipidica das membranas e em
particular a cardiolipina, um lipidio especifico das membranas mitocondriais, tem um papel na
remodelacdo e na dindmica das membranas mitocondriais (Devay et al., 2009; Rujiviphat et al.,
2009; Ban et al., 2017). A incubacdo da Opal recombinante com lipossomos formados por
cardiolipina levam a uma interacdo da Opal com a cardiolipina, o que leva a fusdo das

membranas (Ban et al., 2017). Por fim, a fusdo da MMI pela Opal necessita da presenga da
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Mfn1, o que sugere uma comunicagao entre a MME e a MMI e também uma possivel interacao
entre Opal e Mfnl para regularem em conjunto o processo de fusdo mitocondrial (Cipolat et
al., 2004). A figura 3 sumariza os eventos da fusdo mitocondrial.

1. Ancoragem da MME 3. Hidrdlise do GTP: 4. Ancoragem da L-OPA1-CL
Qifese G fusdo da MME
HR1 Mfn
HR2 o
2. Mudanga conformacional l Mitocndria 5. Hidrélise da GTP: fusao
das Mfns da MMI

Figura 3. Modelo esquematico dos eventos da fissdo mitocondrial em células de mamiferos. Esta
representacdo esquematica da fusdo mitocondrial foi feita com base na topologia das Mfns, sugerindo dois
dominios transmembranares (TM) com ambos os dominios HR1 e HR2 voltados para o citosol. Na primeira etapa
a membrana externa de duas mitocondrias opostas sdo justapostas pela interagdo em trans dos dominios HR2 e
dominios GTPase das Mfns. A interacdo dos dois dominios GTP induz uma mudanca conformacional nas Mfns
levando a ancoragem das mitocdndrias e a um aumento dos locais de contato das membranas. Na terceira etapa
vemos que a hidrélise do GTP leva a fusdo da MME através da desestabilizacdo das membranas. A composicao
de lipideos da MME também pode regula este processo. Na quarta etapa, apos a fusdo da MME, OPAL1 e o lipideo
cardiolipina (CL) conduzem a fusdo da MMI. A interacdo entre OPALl e CL em qualquer um dos lados das
membranas ancora as MMIs, que se fundem ap6s a hidrélise de GTP dependente de OPAL. Neste modelo, S-
OPAL1 (isoforma small da OPA1) demonstrou melhorar a interacdo entre L-OPA1 (isoforma large da OPA1) e CL
e também a fusdo. Adaptado de (Tilokani et al., 2018)

1.4. A relacdo tumoral

Nos ultimos anos tem se tornado aparente que a mitocéndria tem papéis chaves em
varias caracteristicas do cancer, como por exemplo regulando a morte celular programada,
regulacdo do metabolismo, inflamacdo, instabilidade genémica e migracdo (Hanahan and
Weinberg, 2011; Giampazolias and Tait, 2015). A primeira vez que a mitocondria chamou
atencdo em relacdo a tumorigénese foi quando Otto Warburg (1956) descreveu que células
cancerosas geraram preferencialmente ATP a partir da glicolise, mesmo na presenca de
oxigénio e apesar da glicdlise ser energeticamente desfavoravel, quando comparada a
respiracdo mitocondrial. O chamado efeito Warburg acontece em diversos tipos de células
cancerosas, mas ndo todas. Estd adaptacdo metabolica estd principalmente ligada a habilidade

da glicolise, através de vias intermediarias, gerar moléculas necessarias para proliferacdo
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rapida, como nucleotideos, aminoécidos e lipideos (Giampazolias and Tait, 2015; Vyas et al.,
2016).

O melanoma metastatico possui os maiores indices de mortalidade entre os diversos
tipos de canceres de pele, e seu tratamento é um grande desafio clinico. O melanoma provém
do acimulo de mutacdes malignas nos melandcitos (Keller et al., 2017). Um dos eventos
oncogénicos mais bem estudados em melanoma é a mutacdo do BRAF, uma proteina quinase
que age na cascata de quinases de ativacdo por mitdgenos RAS-RAF-MEK-ERK (também
conhecida como via das MAPK) (Pylayeva-Gupta et al., 2011). A mutagdo mais comum do
BRAF encontrada no melanoma € a substituicdo pontual no residuo 600 de uma valina para um
acido glutdmico (BRAFV600E). Melanomas com BRAF selvagem, geralmente apresentam
mutacOes nas proteinas upstream da via das MAPK (Hodis et al., 2012).

A preferéncia pelo metabolismo glicolitico em células de melanoma é bem
documentado, e a importancia da mitocondria para estas células é controversa, porem ela
permanece funcional na maioria dos casos. Um dos determinantes moleculares para a
capacidade de producdo energéetica da mitocondria € a via regulada por MITF-PGCla
(Abildgaard and Guldberg, 2015). Esse eixo geralmente se encontra suprimido em células de
melanoma devido a atividade aumentada de BRAF. Entretanto, alguns subgrupos de
melanomas apresentam alta expressdo de PGCla, 0 que leva a uma alta na respiracao
mitocondrial e um potencial aumentado de protecdo contra EROS, 0 que permite que essas
células sobrevivam em condicGes de alto estresse (Haq et al., 2013; Vazquez et al., 2013). MITF
€ um regulador do desenvolvimento dos melandcitos e € requerido para sobrevivéncia e
diferenciacdo destas células. Em células de melanoma, MITF pode se encontrar amplificado,
estima-se que a alta expressdo de MITF prové um mecanismo compensatorio para evitar a
completa deplecdo do MITF pela agdo do BRAF. J4 PGCla é o principal regulador da
biogénese mitocondrial e sua alta expressdao estd relacionada com aumento na capacidade
fosforilativa da mitocondria.

A transformacdo oncogénica também se relaciona com a dindmica mitocondrial, ja que
Drpl é um alvo da fosforilacdo de ERK1/2. Esta fosforilacdo da Drp1(S616) esta relacionada
com ativacdo da Drpl e inducdo da fissdo mitocondrial (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et
al., 2015). Esse achado tornou as células tumorais um bom modelo para o estudo da dindmica
mitocondrial, devido as altas taxas de fosforilacdo da Drp1(S616) essas células geralmente tém
mitocdndrias altamente fragmentadas, o que faz com que a observacdo dos processos de

dindmica mitocondrial seja bem clara.
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Ao mesmo tempo, a Drpl se mostrou ser requerida para a transformacédo celular
maligna, uma vez que o knockdown de Drpl torna as células resistentes a transformacéo
maligna mediada por RASG12V (Serasinghe et al., 2015). Além disso, ha também evidéncias
de que o knockdown da Drpl leva a inibicdo da invasdo e migracdo de células de cancer de
mama, sendo que a fissdo mitocondrial € essencial para a formacdo de lamelopddios (Zhao et
al., 2013), e também aumenta a taxa de apoptose de células iniciais de tumores cerebrais (Xie
et al., 2015). Estes resultados tornam evidente que a regulacdo da dindmica mitocondrial é
essencial para a transformacéo maligna de células, mas ainda ndo se sabe exatamente como este
processo regulatdrio ocorre.

Interessantemente, a miosina-Va também participa de alguns processos tumorigénicos.
Como ja dito anteriormente a miosina-Va € altamente expressa em células de melanoma e
requerida para manifestacdo de propriedades malignas deste tipo de cancer (Alves et al., 2013).
Além disso miosina-Va é um alvo de MITF (Alves et al., 2017). Tendo isso em vista a grande
importancia que o citoesqueleto e os motores moleculares tém em relacdo ao metabolismo e a
dindmica mitocondrial, nés decidimos investigar a relacdo da miosina-Va com a dindmica
mitocondrial em células de melanoma metastatico humano que contém a mutacdo
BRAFV600E.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Investigar o papel da miosina-Va na manutencdo da integridade estrutural e funcional

da mitocondria, assim como seu papel na dindmica mitocondrial.

2.2.  Objetivos Especificos

1. Investigar a presenga de miosina-Va na fragdo mitocondrial e a ocorréncia de interagao
direta entre miosina-Va e mitocondrias.

2. Determinar o requerimento da miosina-Va para manutencdo da morfologia e funcéo
mitocondrial.

3. Analisar a participa¢do da miosina-Va na dindmica mitocondrial e identificar proteinas
parceiras da miosina-Va que atuem na regulacdo dos processos de dindmica
mitocondrial.

4. Analisar a consequéncia funcional da reducdo ou perda de funcdo da miosina-Va em

propriedades tumorigénicas das células de melanoma A375.
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3. Metodologia

3.1. Cultivo celular

Linhagens celulares: A-375 (CRL-1619™ — ATCC, Manassas, VA, EUA); HEK-293T
(CRL-3216™ — ATCC) - linhagem estabelecida a partir de células embrionéarias renais humanas
transformada por adenovirus tipo 5; U20S (HTB-96™ — ATCC) — linhagem de osteosarcoma.
As linhagens A375, HEK-293T e U20S foram cultivadas em meio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium (DMEM — Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) suplementado com 10%
(v/v) de soro bovino fetal (SFB — Thermo Fisher Scientific) inativado, e com 100 mg/ml
penicilina/estreptomicina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). Todas as celulas foram
mantidas a 37°C em atmosfera tmida contendo 5% de CO,. As células foram tripsinizadas para
experimentos e manutengdo com 0,25% tripsina e 0,025% EDTA (Sigma-Aldrich).

3.2.  Producéo de particulas lentivirais e transduc¢éo das linhagens celulares

Para a producdo lentiviral, as HEK-293T foram plaqueadas em placas de 6 pogos, e
transfectadas com Polietilenimina (PEI — Sigma-Aldrich) em meio Opti-MEM (Thermo Fisher
Scientific), com os seguintes plasmideos: 10 ug of pLKO.1 (Sigma-Aldrich) contendo as
sequéncias dos shRNAs; 3,5 ug pVSV-G e 6,5 ug pA8.9. Depois de 16 horas, o meio da
transfeccdo foi trocado para DMEM suplementado com 30% de SFB. Apods 48 e 72 horas o
sobrenadante viral foi coletado, filtrado por uma membrana de 0,22 um e adicionado
as células de interesse para transducéo viral. Depois de 48 horas, 0 meio de cultura das células
transduzidas foi trocado para o meio de cultivo normal (DMEM 10% SFB), contendo 1 pg/ml
de puromicina (Sigma-Aldrich) para a selecdo das células transduzidas. As sequéncias dos

shRNAs utilizados sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias dos sShRNAs utilizados para o silenciamento do gene da MYO5A.

Nome Sequéncia
TRCNO00000594  shMVal CCGGGCTCTCTAACACATGCCGATTCTCG

88 AGAATCGGCATGTGTTAGAGAGCTTTTTG
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TRCNO00000594  shMVa2 CCGGCGGATTTGAAACATTTGAGATCTCG

90 AGATCTCAAATGTTTCAAATCCGTTTTTG

3.3. CRISPR Nocautes

Um pool de células nocaute (KO) contra o gene da MYO5A foram gerados através da
metodologia CRISPR pela empresa Synthego Corporation (Redwood City, CA, EUA),
utilizando a sequéncia CGAGGAGCTTGATGTCCGCA como guia. Para obtencdo de clones
unicos, o pool de células foi plaqueado em placas de 96 pocos a uma media de 0,5 células/poco
e deixado crescer até que um unico clone discreto pudesse ser visto no po¢o. Pogos com colonias
Unicas foram tripsinizados e cultivados como culturas padrdo. Assim que células suficientes
estivessem disponiveis, as células foram coletadas e submetidas ao sequenciamento Sanger
(sequéncia do primer: GCTTTTTGCTCATTCCAATTTATACTTACA). Os resultados do
sequenciamento Sanger foram analisados usando a ferramenta ICE Analysis (v2) (Synthego
Performance Analysis, ICE Analysis., 2019)Synthego Corporation). Os clones com 100% de

eficiéncia KO foram escolhidos para ensaios posteriores.

3.4. Imunodeteccdo de proteinas — Western Blot

As celulas foram plagueadas em placas de 6 pocos e no dia seguinte foram lavadas com
tampao fosfato-salino (PBS 1X) e em seguida lisadas com tampdo RIPA (20 mM Tris, pH 7.5;
150 mM NaCl; 1ImM EDTA; 1 mM EGTA; 1% (v/v) NP-40; 1% deoxicolato de sodio, diluicao
1:100 de Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-free — Thermo Fisher Scientinfic). Os
lisados celulares foram centrifugados a 15000 x g a 4°C por 15 min, e o sobrenadante foi
recolhido e submetido a quantificacdo de proteina utilizando o kit Pierce BCA assay (Thermo
Fisher Scientific). Quantidades iguais de lisados (aproximadamente 20 ug de proteina) foram
submetidos a eletroforese SDS-PAGE utilizando pre-cast 4-15% Mini-PROTEAN® TGX gels
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de fluoreto de polivinilideno (PVDF) (GE Life Sciences, Buckinghamshire,
Inglaterra), utilizando tampdo de transferéncia. Apds a transferéncia, as membranas foram
incubadas em solucdo de bloqueio (5% de leite em pd desnatado (Molico, Sdo Paulo, Brasil)
em TBS-T (Tris HCI 50mM pH8,0; NaCl 150mM, e Tween-20 0,05% (v/v)), durante 1 hora. E
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entdo, a membrana foi incubada com o anticorpo primério apropriado por 1 hora a temperatura
ambiente, ou 16h a 4°C. Apds esse periodo, a membrana foi incubada por mais 1 horas com
anticorpo secundario conjugado com peroxidase. Para a visualizacdo das bandas de proteinas,
a membrana foi incubada com solugbes caseiras de revelagdo (ECL - Enhanced
chemiluminescence), solugao 1 (0,11M Tris/HCL pH 8,5; 2,78mM Luminol (3-
aminophthalhydrazide — Sigma-Aldrich); 0,44mM acido p-cumarico (Sigma-Aldrich); 98,4%
dH0) e solugao Il (0,02% H202; 0,AM Tris/HCL pH 8,5; 89,9% dH20) na proporcéo de 1:1
por 1 minuto e exposta para captura da imagem utilizando o sistema Image Quant (GE Life
Sciences).

3.5. Purificacdo de DNA, RNA e gRT-PCR

O DNA genémico (gDNA) foi extraido usando o kit ReliaPrep™ gDNA Tissue
Miniprep System (Promega, Madison, WI, EUA) de acordo com as especifica¢des do fabricante.
O gDNA foi amplificado usando primers de acordo com um meétodo previamente descrito
(Phillips et al., 2014). As sequéncias analisadas estdo na Tabela 2. A quantificacdo relativa da
expressdo do mtDNA foi realizada usando o método 244, e normalizada com o DNA nuclear
(nDNA).

O RNA total foi extraido das células usando o reagente TRIZOL (Invitrogen, Carlsbad,
CA, EUA) de acordo com as especifica¢des do fabricante. Os pellets de RNA foram suspensos
em agua DEPC e as amostras quantificadas a 260/280 nm em espectrofotdmetro (NanoVue -
GE Life Sciences, Buckinghamshire, Inglaterra).

Para a RT-PCR quantitativa, todas as amostras de RNA (1 ug) foram convertidas em
cDNA usando o kit de transcricdo reversa de cDNA de alta capacidade (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). A reacdo foi incubada a 25°C por 5 minutos, 42°C por 30 minutos e a
transcriptase reversa foi inativada por aquecimento a 85°C por 5 minutos. Para amplificaces,
0 reagente GoTag® RT-PCR Systems (Promega) foi usado em rea¢ées com um volume final de
12 ul contendo 6 pl de GoTaq Mix, 2 pl de uma mistura de primer senso e antisenso (400 nM
de cada primer na reacdo) e 4 ul de cDNA (150 ng). As reacOes e anélises de amplificacéo
foram efetuadas utilizando o equipamento ABI PRISM 7500 Sequence Detection System
(Applied Biosystems) utilizando o software ABI 7500 Real-Time PCR SDS 1.2 (Applied
Biosystems). A quantificacéo relativa da expressdo de mRNA foi feita usando o método 244,
Os primers para 0s genes analisados foram projetados flanqueando as regifes do intron para

evitar a amplificacdo de produtos indesejados. Os genes GAPDH e TBP foram usados como
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genes de referéncia. As sequéncias dos iniciadores sdo apresentadas na tabela abaixo (Tabela

2). Os dados da PCR em tempo real foram analisados pelo teste t ndo pareado, com P <0,05

considerado estatisticamente significativo.

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados para gRT-PCR.

Gene

Senso Miosina-Va
Antisenso Miosina-Va
Senso DRP1
Antisenso DRP1
Senso OPA1
Antisenso OPA1
Senso FIS1

Antisenso FIS1

Senso MFN1
Antisenso MFN1
Senso MFN2
Antisenso MFN2
Senso PGCla
Antisenso PGCla
Senso GAPDH
Antisenso GAPDH
Senso nDNA (B2M)
Antisenso nDNA (f2M)

Senso mtDNA (ND4)

Sequéncia
5-CCTTTCAACCCATCTTCCCCT-3'
5-TTGCCTGGACATCACTTTCA-3'

5’- GATGCCATAGTTGAAGTGGTGAC -3’
5’- CCACAAGCATCAGCAAAGTCTGG-3’
5’>-GTGGTTGGAGATCAGAGTGCTG-3’
5’-GAGGACCTTCACTCAGAGTCAC-3’
5’-CAAGGAACTGGAGCGGCTCATT-3’
5’-GGACACAGCAAGTCCGATGAGT-3’
5’-GGTGAATGAGCGGCTTTCCAAG-3’
5’-TCCTCCACCAAGAAATGCAGGC-3°
5’-ATTGCAGAGGCGGTTCGACTCA-3’
5’>-TTCAGTCGGTCTTGCCGCTCTT-3’
5’-AATTGAAGAGCGCCGTGT-3’
5’-AACCATAGCTGTCTCCATC-3’
5’-GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG-3’
5’-ACCACCCTGTTGCTGTAGCCAA-3’

5’- GCTGGGTAGCTCTAAACAATGTATTCA-3
5’- CCATGTACTAACAAATGTCTAAAATGGT-3’

5’- CTGTTCCCCAACCTTTTCCT-3
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Antisenso mtDNA (ND4) 5’- CCATGATTGTGAGGGGTAGG-3’

3.6. Imunocitoquimica

As células foram plaqueadas em laminulas redondas de 13 mm em placas de 24 pocos,
em meio apropriado. Depois de 18 a 24 horas, as células foram lavadas com PBS e fixadas com
2% de paraformaldeido (Sigma-Aldrich) (m/v) em PBS pH 7,4, por 10 minutos. Logo em
seguida, as células foram permeabilizadas com 0,3% (v/v) Triton X-100 (Sigma-Aldrich),
blogueadas com 10 mM de glicina (Sigma-Aldrich), e finalmente bloqueadas com 2% (m/v)
BSA (Sigma-Aldrich) em PBS em temperatura ambiente por 1 hora. Em seguida, as células
foram incubadas com o anticorpo primario apropriado por 1h em temperatura ambiente. As
células foram entdo incubadas por 1h em temperatura ambiente com os anticorpos secundarios
apropriados. Entre cada etapa, as células foram lavadas 3 vezes, de 5 min cada, com PBS. As
laminulas foram montadas em laminas utilizando ProLong® Diamond Antifade Mountant
medium with DAPI (P36962 - Thermo Fisher Scientific).

3.7.  Anticorpos utilizados

Rabbit polyclonal antibody, affinity purified, recognizing myosin Va;

Rat polyclonal antibody, affinity purified, recognizing myosin Va;

TOMMZ20 [EPR15581] - mitochondrial marker (Abcam: ab186734) (Rabbit);
Cytochrome C — Mouse monoclonal antibody (BD Pharmingen: #556432);
phosphoDRP1(S616) - (Cell Signaling: #3455) Rabbit mAb;

DRP1 D6C7 (Cell Signaling: #8570);

MFN1 D6E2S (Cell Signaling: #14739) Rabbit mAb;

MFN2 D2D10 (Cell Signaling: #9482) Rabbit mADb;

Alexa Fluor 594 Phalloidin (ThermoFisher Scientific: # A12381);

p44/42 MAPK (Erk1/2) (Cell Signaling: #137f5) Rabbit mAb;

phospho p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (Cell Signaling: #137f5) Mouse mAb.

3.8. Transfeccdo de proteinas fluorescentes

Para expressdo de proteinas fluorescentes, as células foram plagueadas em laminulas

redondas de 13 mm de didmetro (Knittel, Braunschweig, Alemanha) em placas de 24 pocos.
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No dia seguinte, as células foram transfectadas com os plasmideos de interesse utilizando
Lipofectamine®2000 (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as recomendagdes do
fabricante, em um volume final de 250uL de meio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific).
Depois de 48h de incubacdo, as células foram lavadas com PBS e fixadas 2% (v/v) de
paraformaldeido pH 7,4 por 10 min, e processadas para imunofluorescéncia como descrito
anteriormente.

Para as células utilizadas em experimentos de live-imaging, apos 4 horas de incubagéo
das células com os complexos de Lipofectamina-DNA, as células foram tripsinizadas e
passadas para cameras de 8-pocos #1.5 ou para placas de 35 mm #1.5 (Cellvis, Mountain, CA.
EUA) proprias para aquisicdo de imagens. Apds 24h, as células foram coradas com
MitoTracker Deep Red (50 nM — Thermo Fisher) por 30min, lavadas com PBS e colocadas em
meio FluoroBrite (Thermo Fisher Scientific) para aquisi¢do de imagens.

Os seguintes plasmideos foram utilizados: mCherry-DRP1 (Plasmideo #49152 —
Addgene, Watertown, MA, EUA); pDsRed-Mito (Plasmideo #55838 — AddGene); full length
mito-Spirel (myc-SpireFL) (Manor et al., 2015); full length mito-Spire com tag fluorescente
(mStraberry-mitoSpirel) (Straub et al., 2020); mouse myosin-Va-Full Length (MVaFL-
GFP)(Wu, X. S. et al., 2002); chicken brain globular tail of myosin-Va (GT-GFP — residuos
1423-1830); chicken brain medial tail (parcial) e globular tail of myosin-Va (MGT-GFP -
residuos 1377-1830); chicken brain full tail of myosin-Va (FT-GFP — residuos 899 — 1830).

3.9. Silenciamento com siRNAs

Para o silenciamento com siRNAs, as células foram plagueadas ou em placas de 6 pocos
ou em placas de 24 poc¢os a uma confluéncia de aproximadamente 70%. No dia seguinte, as
células foram transfectadas com os siRNAs de interesse utilizando Lipofectamine®2000, de
acordo com as recomendacgdes do fabricante, em um volume final de 250uL de meio Opti-
MEM. Apds 4 horas de incubag¢do com os complexos de Lipofectamina-siRNAs, o meio cultivo
foi trocado para DMEM com 10% SFB, e incubadas por 48 horas. Para 0s experimentos
moleculares, apos o periodo de 48 horas as células foram lavadas com PBS e processadas para
extracdo de RNA como descrito na secéo pertinente.

Para as ceélulas utilizadas em experimentos de live-imaging, as células foram
transfectadas com um plasmideo contendo apenas GFP em um ratio de 2:1 (SiRNA:GFP) com
0 objetivo de indicar as células transfectadas. Apds 4 horas de incubacdo das células com os

complexos de Lipofectamina-DNA, as células foram tripsinizadas e passadas para placas de 35
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mm #1.5 préprias para aquisicdo de imagens. ApOs 48h, as células foram coradas com
MitoTracker Deep Red (50 nM) por 30min, lavadas com PBS, e colocadas em meio FluoroBrite

para aquisicdo de imagens.

3.10. Microscopia confocal e SR-SIM

Para aquisi¢do de imagens de microscopia confocal a laser utilizamos os sistemas Leica
SP5 ou Leica SP8 (Leica, Wetzlar, Alemanha), com uma objetiva de imersao em 6leo 63x 1.4N.

Quando indicado utilizamos Plan-Apochromat x63/1.4 NA objetivas de imersdo a 6leo
em um microscépio confocal Airyscan Zeiss 880 LSM invertido (Carl Zeiss Microimaging,
Oberkochen, Alemanha) com controle de temperatura e umidade, provendo 37 °C, 5% CO- e
umidade para experimentos com células vivas. As imagens adquiridas com o Airyscan Zeiss
880 LSM foram “Airyscan Processed” usando as configuracdes de autofiltro 2D-SR em Zen
Blue (Carl Zeiss Microimaging).

No caso das imagens adquiridas através da microscopia de iluminacdo estruturada (SR-
SIM), as células foram analisadas em um microscopio ELYRA S.1 (Carl Zeiss Microimaging),
equipado com um laser 488 nm (100 mW), um laser 561 nm (100 mW) e um Andor EM-CCD
camera (iXon DU 885). Pilhas Z finas (0,1 mm) de quadros de imagem de alta resolucéo foram
coletadas em 5 rotac6es, utilizando uma objetiva alfa Plan-Apochromat 63 x / 1 - 46 6leo DIC
M27ELYRA. A aquisicdo, reconstrucdo e alinhamento das imagens para microscopia de
iluminacéo estruturada foram realizados usando o software Zeiss ZEN 2012 SP1 (edicdo preta,
versdo 8.1.5.484).

3.11. Microscopia eletrdnica de transmissédo (TEM)

As células foram cultivadas em uma placa de 6 pogos em meio de células apropriado
como descrito acima. Apos 18-24h as células foram fixadas com 2% de glutaraldeido, 2% de
formaldeido, 0,5% de CaCl, em PBS com Ca*? e Mg*? durante 2 horas a 37°C. Em seguida, as
células foram lavadas com tampéo cacodilato 0,1 M (pH 7,4) durante 1 hora a 4°C. As células
fixadas foram pds-fixadas com 1% OsO. por 2 horas a 4°C, lavadas com dH20 e desidratadas
em uma série graduada de etanol (30% a 100%), infiltradas com 6xido de propileno e
incorporadas na resina Embed 812, polimerizado por 72 horas a 60°C. Cortes ultrafinos foram
corados com acetato de uranila e citrato de chumbo por 10min e examinados em microscépio

eletrénico (JEM-100 CXII — JEOL, Toquio, Japdo). Um experimento Unico com dois graus foi
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analisado.

3.12. Processamento de imagens

Todas as imagens foram pos-processadas e analisadas usando o software Imaris
(BITPLANE) e Fiji (Schindelin et al., 2012). Todas as imagens mostradas sdo de planos focais
Unicos, a menos que seja indicado o contrario. Todas as imagens comparadas foram adquiridas
com 0s mesmos parametros. Para fins de visualizacdo, a cor, o brilho e o contraste, quando
necessario, foram modificados, sempre mantendo as propor¢des equivalentes. Os arquivos
brutos foram usados para todas as quantificagdes.

Quando indicado, a colocalizagdo foi analisada no Icy-Bioimage com o plugin
Colocalization Studio (Lagache et al., 2015) usado para calcular os coeficientes de Pearson,
além disso um dos canais usados para colocalizacao foi girado 180 ° e reenviado para a analise
sendo usada como controle negativo (colocalizagdo aleatdria). Todas as analises estatisticas e
gréficos foram gerados usando o software GraphPad Prism 7 (GraphPad Softaware, San Diego,
CA, EUA).

3.13. Ensaio de proliferacédo

5x10° células foram plaqueadas em placas de 96 pocos, e as analises foram realizadas
nos tempos de 24h, 48h, 72h, 96h e 120h. Para o ensaio o0 meio foi retirado e 0s pocos foram
lavados com 200uL. PBS 1X, seguindo-se fixacdo das células com 100 pL etanol 70%
(Labsynth, Diadema, SP, Brasil) por 10 minutos, e posteriormente adicdo de 40 uL de 0,5%
cristal violeta (Labsynth) por 30 minutos. Apds esse periodo, os poc¢os foram lavados por cinco
vezes com 200uL de dgua ultrapura autoclavada e foi adicionado 100uL de acido acético 10%
(Sigma-Aldrich) para ocasionar a lise celular. As células ficaram incubadas por 30 minutos e a
absorbancia (540nm) foi analisada utilizando o leitor de ELISA (PowerWave, microplate

scanning spectrophotometer-Biotech Incorporation).

3.14. Ensaio de migracao

As células foram plaqueadas em placas de 96 pogos (10* células/poco) e cultivadas até
atingirem 95% de confluéncia. Utilizando uma ponteira de plastico estéril, foi feito uma ranhura
(remocdo das células nessa area do risco) no centro de cada pogo, seguida de duas lavagens

com PBS e adigéo de meio DMEM com soro fetal bovino reduzido a 1%, a fim de criar ambiente
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com escassez de nutrientes e propicio a migracao celular. As células foram mantidas em estufa
Umida a temperatura de 37°C e atmosfera de 5% de CO: e fotografadas logo ap6s a realizacdo
da ranhura e 24h e 48h depois.

3.15. Ensaio clonogénico

3x102 células foram transferidas para placas de 6 pogos e mantidas por 10 dias em uma
incubadora de células sob 95% de ar e 5% de CO2 a 37°C. Apos esse periodo, as células foram
fixadas com paraformaldeido 4% (m/v) em PBS (pH 7,4) e coradas com cristal violeta 0,5%
(m/v) para visualizacdo das coldnias. As placas foram fotografadas e o nimero de colbnias
contado.

3.16. Ensaios para deteccdo de metabolitos

O ensaio Glucose Uptake-Glo™ (Promega cat. # J1341) foi usado para medir a absor¢éo
de glicose na cultura de células. Para isso, 2x10* células foram plaqueadas em placas de 96
pocos no dia anterior ao experimento, e 0 ensaio foi feito seguindo as recomendagfes do
fabricante.

A secrecdo de lactato foi medida em meio celular de células em cultura usando o ensaio
Lactate-Glo™ (Promega cat. # J5021). Para isso, 5x10* células foram semeadas em placas de
24 pocos, o meio foi coletado 48h apos e o ensaio foi feito recomendacdes do fabricante foram

seguidas.

3.17. Enriquecimento da fragdo mitocondrial

Para o enriquecimento da fracdo mitocondrial, 2x107 células foram tripsinizadas, € o
pellet de células foi processado utilizando o kit “Mitochondria Isolation for Cultured Cells”
(Thermo Fisher Scientific cat. #89874) de acordo com as recomendacdes do fabricante. O pellet
mitocondrial foi lisado com tampdo de amostra 2X, e utilizado para SDS-PAGE e posterior

western blot.

3.18. Consumo de oxigénio e niveis de acidificacdo extracelular.

As taxas de consumo de oxigénio (OCRs — oxygen consumption rates) e 0s niveis de
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acidificagéo extracelular (ECAR — extracelular acidification rates) foram determinadas em um
Seahorse Bioscience Extracellular Flux Analyzer (XF®96) (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, EUA). As células foram semeadas em placas Seahorse de 96 pogos a 1,5x10* células por
pogo, em DMEM, e deixadas durante a noite. No dia do ensaio, as células foram incubadas em
meio OCR (meio Seahorse Base: 10 mM glicose, 100 mM piruvato e 200 mM glutmato) durante
1 hora a 37°C sem COz. As taxas de consumo de oxigénio foram analisados para (a) respiracéo
mitocondrial basal; (b) respiracdo acoplada (ap6s adicdo de 1,5 puM de oligomicina que é
inibidor de Complexo V ATPase); (c) reserva respiratoria (apos desacoplar completamente a
respiracdo com 2 uM FCCP); e (d) respiracdo maxima, avaliada pelo bloqueio da cadeia de
transferéncia de elétrons (ETC) com 0,5 uM rotenona (inibidor do Complexo I) e 0,5 uM
antimicina (inibidor do Complexo I11). Os niveis de acidifica¢do extracelular foram calculados
no meio das células em cultivo em condi¢des basais, e ap0os adicdo de 10mM de glicose, 1 uM
de oligomicina e 50mM de 2-DG.

3.19. Cromatografia de afinidade da miosina-Va

Realizado por R. Taranath e M. Stern de acordo com os métodos de Finan, Hartman e
Spudich com as seguintes modificacdes (Finan et al., 2011). Resumidamente, o dominio da
cauda globular da miosina-Va provinda de melandcitos de camundongos e contendo algumas
das regides coiled-coil (para auxiliar na dimerizacao e estabilidade) foi purificada e usada para
construir uma coluna de afinidade de acordo com o protocolo descrito anteriormente (Finan et
al., 2011). O dominio de ligacdo de carga da miosina-V1 foi usado como comparacéo e controle
interno. O extrato do cérebro de camundongos BL6 de 6-8 semanas de idade foi passado pela
coluna e as proteinas foram eluidas com lavagens de solucdo salina com concentracdes
crescentes. Proteinas e complexos proteicos que se ligaram mais fortemente a coluna MVa

foram eluidos com KCI 1M e analisados usando SDS-PAGE e espectrometria de massa.

3.20. Confirmacao da ligacdo da mitoSpirel a miosina-Va

Os ensaios de ligacdo direta foram realizados de acordo com (Finan et al., 2011).
Resumidamente, uma construcdo myc-mitoSpirel sem o dominio KIND N-terminal foi
traduzida in vitro utilizando lisados de reticulécitos de coelho. As reacdes de ligagdo foram
realizadas combinando a proteina myc-mitoSpirel traduzida com a proteina miosina-Va

purificada ou com dominios da cauda da miosina-V|I ligados a uma resina de glutationa-agarose.
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A miosina-VI1 foi usada como um controle para a liga¢des ndo especificas. As proteinas que co-
purificaram com miosina-Va ou miosina-VI foram isoladas e analisadas por western blots. Para
deteccdo da proteina myc-mitoSpirel um anticorpo anti-myc (2276S — Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, EUA) foi utilizado.

3.21. Imunopreciptacdo de mitoSpirel

A mitoSpirel inteira com tag myc e um construto contendo apenas o ExonC da
mitoSpire 1 também com tag myc (ou vetor pcDNA3.1 (+) vazio) foram transfectados em uma
placa de 100 mm com células HEK293T usando Lipofectamine 2000 de acordo com as
recomendacdes do fabricante. 48 horas apés a transfeccéo, as células foram colhidas e lisadas
em tampdo RIPA (Thermo Fisher Scientific cat. #89901) suplementado com coquetel inibidor
de protease completo (Roche, Basileia, Sui¢a) e PMSF 1 mM. As células foram lisadas em gelo
por 20 min, seguido por centrifugacdo a 20000 x g por 20 min a 4°C para remover 0s residuos
celulares. Os lisados celulares foram incubados com anticorpo de anti-myc (2276S — Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, EUA) a 4°C durante a noite. Na manhda seguinte, beads
de agarose de proteina A/G pré-lavadas (sc-2003 — Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
EUA) foram adicionadas e incubadas a 4°C por 2 horas em uma plataforma giratoria. As
proteinas ligadas foram lavadas quatro vezes com TBS-T e eluidas com tampdo de amostra 1 x

SDS. Os eluentes foram entdo processados para protedmica.

3.22. Espectometria de massas e analise de dados

As amostras digeridas foram analisadas em um espectrometro de massa Q Exactive
(Thermo Fisher Scientific). As amostras digeridas foram injetadas diretamente em uma coluna
de 30 cm, 75 um ID empacotada com resina BEH 1,7 um C18 (Waters Corporation, Milford.
MA, EUA). As amostras foram separadas a uma taxa de fluxo de 200 nl/min em um nLC 1000
(Thermo Fisher Scientific). Os tampbes A e B eram acido férmico a 0,1% em 4agua e
acetonitrila, respectivamente. As amostras foram incubadas em um gradiente de 5-40% B ao
longo de 110 min; 50% B ao longo de 10 min; 90% B ao longo de outros 10 min e mantido em
90% B por 10 min finais de lavagem. A coluna foi reequilibrada com 20 ul de tampédo A antes
da injecdo das amostras. Os peptideos foram eluidos diretamente da ponta da coluna e jogados
diretamente no espectrdmetro de massa pela aplicagéo de voltagem de 2,5 kV na parte posterior

da coluna. O Q Exactive foi operado em um modo dependente de dados. Varreduras completas
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de espectrometria de massas (EM) foram coletadas (He et al., 2015) no Orbitrap com resolucao
de 70K com uma faixa de massa de 400 a 1800 m/ze um alvo AGC de 5e®. Os dez ions mais
abundantes por varredura foram selecionados para andlise EM/EM com fragmentacéo de HCD
de 25NCE, um alvo AGC de 5e°® e intensidade minima de 4e3. Os tempos maximos de
preenchimento foram definidos em 60 ms e 120 ms para varreduras de EM e EM/EM,
respectivamente. Foi utilizado o isolamento quadrupolo de 2,0 m/z, a exclusdo dinamica foi
definida para 15 segundos e os estados de carga ndo atribuidos foram excluidos.

A identificacdo de proteinas e peptideos foi feita com Integrated Proteomics Pipeline -
IP2 (Integrated Proteomics Applications, San Diego, CA, EUA). Espectros de massa em tandem
foram extraidos de arquivos brutos usando RawConverter (He et al., 2015) e pesquisados com
ProLuCID (Xu et al., 2015) em banco de dados UniProt humano. O espaco de pesquisa incluiu
todos os candidatos a peptideos totalmente tripticos e semitripticos com no maximo duas
clivagens perdidas. A carbamidometilacdo em cisteina foi contada como uma modificagéo
estatica. Os dados foram pesquisados com tolerancia de ion precursor de 50 ppm e toleréncia
de ion de fragmento de 50 ppm. Os dados foram filtrados para 10 ppm de tolerancia ao ion
precursor apos a pesquisa. As proteinas identificadas foram filtradas usando DTASelect (Tabb
et al., 2002) e utilizando uma estratégia de pesquisa de banco de dados alvo-chamariz para

controlar a taxa de descoberta falsa para 1% no nivel da proteina.
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4, Resultados

4.1. A miosina-Va possui uma localizagdo mitocondrial

Diante do nosso objetivo de estudar a participagdo da miosina-Va em processos
mitocondriais, 0 nosso primeiro passo foi analisar a colocalizagdo entre a miosina-Va com a
rede mitocondrial. Para isso, utilizamos inicialmente as células A375 e fizemos nelas uma
imunomarcacdo utilizando para marcagdo mitocondrial um anticorpo contra TOM20, uma
proteina da MME, e o corante MitoTracker. Concomitantemente, utilizamos para a marcacéo
da miosina-Va dois anticorpos, um produzido em rato (Figura 4A) e outro produzido em coelho
(Figura 4B), ambos fabricados em nosso laborat6rio e ja validados previamente (Espindola et
al., 1992; Espreafico et al., 1992).

A marcacdo da miosina-Va é dispersa por todo citoplasma e nucleo da célula,
concordante com suas ubiquas fungdes celulares. E apesar de uma distribuicao tao dispersa, €
possivel observar que uma pequena fracdo da marcacdo da miosina-Va possui localizacao
mitocondrial (Figura 4). O coeficiente de colocaliza¢do de Pearson’s ¢ de 0,2444 + 0,008 para
a colocalizacao entre a marcacdo do anticorpo contra miosina-Va produzido emrato e a proteina
TOMZ20 (Figura 4), e obtivemos resultados muito semelhantes quando analisamos a marcacao
do anticorpo contra miosina-Va produzido em coelho e o corante MitoTracker (coeficiente de
Pearson’s, 0,2254 + 0,01453 (Figura 9B). A partir de imagens de microscopia de iluminagéo
estruturada (SIM) é possivel observar que a miosina-Va se localiza em discretos agrupamentos
ao redor da MME (Figura 4E), comprovando o que foi visto utilizando microscopia confocal.
Comparamos também a marcacdo da miosina-Va exdgena com a expressao de dois construtos,
0 primeiro contendo a miosina-Va inteira (MVaFL-GFP), e o segundo contendo a cauda inteira
da miosina-Va (MVaFT-GFP), ambos fusionados com o tag GFP. A colocalizacao do construto
da miosina-Va inteira com MitoTracker é levemente menor (coeficiente de Pearson’s, 0,2142
+ 0,01124) quando comparada com a colocalizacdo da miosina-Va endogena (Figura 4C e 4F).
Ja a colocalizacdo entre o construto da cauda inteira da miosina-Va com MitoTraker é menor
ainda quando comparado com a marcagao da miosina-Va endogena (coeficiente de Pearson’s,
0,1695 + 0,0132) (Figura 4D e 4F). Notamos que hd uma maior variabilidade dos coeficientes
de Pearson’s quando analisamos a expressdo exdgena da miosina-Va, e acreditamos que € isso
é devido a variabilidade de expressdo dos construtos, sendo que podem ser mais ou menos

abundantes em diferentes células.
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Pearson's coefficient

MVa Full Length Full Tail

Figura 4. A miosina-Va possui uma localizagdo mitocondrial nas células A375. A. Imagens de microscopia
confocal a laser das células A375 mostrando a localiza¢do da miosina-Va corada com um anticorpo policlonal de
rato (MVa), e a rede mitocondrial rede mitocondrial imunomarcada com anticorpo anti-TOMM20 (coelho). B.
Imagens de microscopia de super-resolugdo Aryscan mostrando a localizagdo da miosina-Va, corada com um
anticorpo policlonal de coelho (MVa), e a rede mitocondrial rede mitocondrial corada com MitoTracker DeepRed.
Abaixo, imagens de microscopia de super-resolugdo Aryscan mostrando a localizagdo do construto C. MVa-FL-
GFP e do construto D. MVa-FT-GFP juntamente com a rede mitocondrial rede mitocondrial corada com
MitoTracker DeepRed. E. Imagens de super-resolucdo utilizando o microscopio ELYRA S.1 (Carl Zeiss
Microimaging) de células A375 mostrando a imunolocalizacdo da miosina-Va com um anticorpo policlonal de



43

rato, e a rede mitocondrial imunomarcada com anticorpo anti-TOMM20 (coelho). Barra de escala 1um. F.
Coeficiente de correlagdo de Pearson mostrando a colocalizacdo da miosina-Va endogena (MVa) e dos seus
construtos em relagdo a rede mitocondrial. Os dados sdo média = DP. One-way ANOVA **** p <0,0001 (37
células para cada condicéo, 3 experimentos diferentes).

Para confirmar a interagdo bioguimica da miosina-Va com a rede mitocondrial, n6s
fizemos um enriquecimento da fragdo mitocondrial e verificamos a presenca da miosina-Va
através de um western blot. Para isso, utilizamos células A375 WT e células A375 nocaute para
0 gene da miosina-Va, como controle negativo (KO4 e KO5). Observamos que a miosina-Va
esta presente tanto na fragdo mitocondrial (M) quanto na fragdo citoplasmatica (C) (Figura 5).
Apesar de a fracdo mitocondrial ainda conter impurezas provindas da fracdo citosélica, como
demonstrado pela marcacdo da y-tubulina (Figura 5), a marcacdo da miosina-Va na fragédo
mitocondrial é bem evidente e colabora com nossa hipotese de que ha uma interacdo entre a

miosina-Va e a rede mitocondrial.

WT KO4 KO5
M C M C M C
190 kDa ™= S Miosina-Va
49 kDa Sl o s 0 s y-Tubulina
16 kDa =— — — TOM20

Figura 5. A miosina-Va esta presente na fracdo mitocondrial das células A375. Western blot da fracdo
enriquecida mitocondrial (M) e da fracdo citosplasmaética (C) de células A375 WT, MYO5A KO4 e MYO5A KO5.
As células A375 MYO5A KO4 e KO5 foram usadas como controle negativo para presenca da miosina-Va.
Marcagdo com os anticorpos anti-miosina-Va (policlonal de coelho anti-cabeca), anti-y-Tubulina e anti-TOMZ20.

4.2. A miosina-Va é recrutada para mitocondria pela mitoSpirel

Ainda interessados em entendermos com quais proteinas a miosina-Va interage na
MME, nos realizamos, juntamente com alguns colaboradores, uma cromatografia de afinidade
utilizando o dominio da cauda medial globular da miosina-Va (MVa-MGT) (Araujo et al.,
2019). As amostras foram analisadas usando espectrometria de massas, e as possiveis proteinas
ligantes foram classificadas de acordo com (Finan et al., 2011). Quando nés classificamos as

candidatas a proteinas ligantes, Spirel apareceu como uma das principais interagdes, tendo uma
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clara especificidade com a miosina-Va, quando comparado com a miosina-VI (Araujo et al.,
2019). Outras proteinas interessantes foram encontradas, como a possivel interacdo entre
miosina-Va e Dnml (Drpl de mamiferos), a principal proteina envolvida na fissdo

mitocondrial.
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Figura 6. A miosina-Va interage com mitoSpirel. A. Desenho esquematico representativo da estrutura priméria
da cadeia pesada da miosina-Va. A posic¢do dos subdominios estruturais é mostrada em: Cabeca (Head); Pesco¢o
(764-911, motivos 1Q); PT (cauda proximal); MT (cauda medial); GT (cauda globular); MGT (cauda globular
medial). Figura adaptada de lzidoro-Toledo et al., 2013. A estrutura GST-MVa-MGT é mostrada abaixo e foi
usada para a interagdo in vitro com proteinas Spirel. A estrutura dos dominios mitoSpirel é mostrada com os
subdominios também representados, KIND, WH2 e ExonC. Figura adaptada de Manor et al., 2015. O programa
IBS esta disponivel gratuitamente online foi usado para os esquemas (Liu et al., 2015). B. Imunopreciptacéo (IP)
de células HEK-293T co-transfectadas com myc-mitoSpirel e MVa-FT-GFP. As canaletas sdo, respectivamente,
input, IP IgG (controle negativo utilizando um IgG n&o reativo) e IP a-myc (IP utilizando um anticorpo anti-tag
myc responsavel por se ligar ao construto myc-mitoSpirel). A IP foi seguida de um Western blot utilizando um
anticorpo anti-myc e um anticorpo anti-MVa (policlonal produzido em coelho contra a regido da cauda medial da
miosina-Va). O anti-MVa foi reativo contra a miosina-Va enddgena (190 kDa) e contra o contruto MVa-FT-GFP
(140 kDa).

A possivel interacdo entre miosina-Va e Spirel nos chamou atencdo porque Spirel é

uma proteina nucleadora de actina, e possui uma isoforma com um dominio de ligacdo 8 MME.
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Essa isoforma é chamada de mitoSpirel, e o seu éxon 13 (chamado aqui de éxon C) é o
responsével pela sua localizagdo mitocondrial (Manor et al., 2015). Para validar nossa hipdtese
de que a miosina-Va interage com a isoforma mitocondrial da Spirel, nds co-expressamos um
construto da mitoSpirel inteira com tag myc juntamente com o construto da cauda interia da
miosina-Va com tag GFP (MVa-FT-GFP) em células HEK293T, imunopreciptamos a
mitoMitoSpirel através da sua tag myc, e realizamos um western blot com imunopreciptados
obtidos. Os mesmos lisados foram utilizados também em uma imunopreciptagdo utilizando um
IgG ndo reativo produzido em camundongos, como controle negativo. Nés observamos que ha
um significante enriquecimento de MVa-FT-GFP nos imunopreciptados de myc-mitoSpirel (IP
a-myc), quando comparados com o controle (IP IgG) (Figura 6B).

Para testar a hipotese de que a miosina-Va é recrutada para a MME pela mitoSpirel por
meio da sua interagdo com o dominio cauda da miosina-Va, nds superexpressamos fragmentos
da cauda de miosina-Va com tag GFP juntamente com um construto contendo a mitoSpirel
inteira com tag myc em células A375 (Figura 7). Notamos que todos os construtos de cauda de
miosina-Va marcados com GFP usados (Figura 7B — 7E), mas ndo o GFP sozinho (Figura 7A),
localizam-se nas mitocondrias muito mais fortemente em celulas que superexpressam myc-
mitoSpirel, quando comparado com células de controle que ndo expressao a myc-mitoSpirel.
Esses resultados suportam a hipotese de que a mitoSpirel recruta miosina-Va para a MME a
partir da interacdo com o dominio cauda da miosina-Va.

Indo alem, nos também estavamos interessados em compreender o comportamento em
células vivas dos construtos da miosina-Va quando recrutados para a MME pela superexpressao
da mitoSpirel. Para isso, nos utilizamos células A375 WT e superexpressamos nelas o construto
contendo a cauda medial globular da miosina-Va (MGT-GFP) e a mitoSpirel inteira com tag
mStraberry (mStraberry-mitoSpirelFL). A rede mitocondrial dessas células geralmente se
torna altamente fragmentada, e seus eventos de dindmica mitocondrial séo escassos (Figura 8 e
Filme Suplementar 1), mas sempre que encontramos um evento de fissdo mitocondrial temos a
presenca do construto MGT-GFP (Figura 8, setas brancas). E interessante notar que as regides
de contato entre mitocondrias e 0 RE também mostram a presenca do construto MGT-GFP, e
da mesma forma, o construto mitoSpirel também esta presente nessas regides (Figura 8, pontas
de seta branca). Este experimento foi de grande importancia, sendo que nos permitiu a
observacdo da dindmica da MGT-GFP recrutada para a MME e nos dd um bom indicio de

interacdo conjunta da miosina-Va com a mitocéndria e o RE atraves da mitoSpirel.
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Figura 7. A miosina-Va é recrutada para a rede mitocondrial pela superexpressdo da mitoSpirel. A.
Expressao do construto GFP vazio; B. e expressdo dos construtos MGT-GFP (cauda globular medial da miosina-
VA); C. GT-GFP (cauda globular da miosina-Va); D. FL-GFP (miosina-Va inteira); e E. FT-GFP (cauda inteira
da miosina-Va) juntamente com pDsRed-Mito (marcador mitocondrial) em células A375. Os painéis superiores
sdo um controle para localizagdo normal dos construtos, e os painéis inferiores mostram a expressdo combinada
dos mesmos com myc-mitoSpirel inteira demostrando o recrutamento apenas dos construtos da miosina-Va, e ndo
do GFP vazio, para a rede mitocondrial.

A partir destes dados, nds hipotetizamos que mitoSpirel recrutaria a miosina-Va para a
MME também em condicdes fisiologicas. Para comprovar isso, superexpressamos um construto
contendo a mitoSpire inteira com tag fluorescente (mStraberry-mitoSpirelFL) em células
A375, e fizemos uma imunomarcacdo para miosina-Va com utilizando anticorpo policlonal

produzido em coelho, e coramos a rede mitocondrial com MitoTracker. A partir da analise
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Figura 8. A cauda da miosina-Va é recrutada para a mitocondria por mitoSpirel e se acumula nos locais de
fiss@o e nos contatos com o reticulo endoplasmético. Imagens de video-microscopia de super-resolucdo de
células A375 coradas com MitoTracker DeepRed (magenta, primeiro painel); além de transfectadas com
mitoSpirel inteira (mStb-mitoSpirelFL, vermelho, segundo painel), com o construto da cauda medial globular da
miosina-Va (MGT-GFP, ciano, terceiro painel) e ER-BFP (reticulo endoplasmaético, amarelo, quarto painel). As
setas magentas indicam um local de fisséo e a localiza¢do de mitoSpirel, MGT-GFP e ER-BFP relacionado a esse
local de fissdo. Os Ultimos trés painéis mostram as imagens sobrepostas. Setas brancas indicam o mesmo local de
fissdo das setas magenta acima, e pontos onde MGT-GFP e ER-BFP estdo colocalizando na mitocdndria. As pontas
da seta branca no ultimo painel mostram outros pontos de colocalizagdo entre MGT-GPF e ER-BFP na
mitocondria.
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destas imagens, obtivemos um aumento significativo no coeficiente de Pearson’s para a
colocalizacdo da miosina-Va com a rede mitocondrial em células que superexpressam o
construto da mitoSpirel inteira, quando comparado com células ndo transfectadas (Figura 9A
e 9B). E possivel notar a mudanca no padrdo de marcacio da miosina-Va na célula
superexpressora da mitoSpirel inteira, e como hd um maior acimulo da miosina-Va em torno

da rede mitocondrial (Figura 9A, painéis inferiores).

+mStb-mitoSpire1FL Nao transfectado >

Miosina-Va x MitoTracker

W

*%
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Figura 9. A miosina-Va enddgena é recrutada para a MME pela superexpressao de mitoSpirel. A. Imagens
de microscopia super-resolucdo Aryscan de células A375 ndo transfectadas ou transfectadas com mitoSpirel
inteira (MStb-mitoSpirelFL, mostrado em ciano, painel inferior). As imagens mostram a rede mitocondrial corada
com MitoTracker DeepRed (magenta) e a imunomarcacdo do anti-miosina-Va policlonal produzido em coelhos
(Mva, amarelo). B. Coeficiente de correlacdo de Pearson mostrando a colocalizagdo da miosina-Va enddgena com
a rede mitocondrial em células que expressam ou ndo o construto da mitoSpirel inteira. Os dados sdo média + DP.
Teste t ndo pareado ** P <0,002 (n>50 células para cada condicdo, 3 experimentos diferentes).

Por outro lado, n6s também decidimos analisar se a falta da mitoSpirel levaria a uma
diminuicdo da colocalizacdo dos construtos da miosina-Va com a rede mitocondrial. Para isso,

nds analisamos a colocalizacdo do construto da cauda inteira da miosina-Va com tag GFP
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(MVa-FT-GFP) com a rede mitocondrial em células U20S nocaute para mitoSpirel (U20S
mitoSpirel KO) e comparamos com células U20S WT. Nestas células, nos transfectamos o
construto MVa-FT-GFP e a rede mitocondrial foi corada com MitoTracker. Interessantemente,
ndao houve uma diferenca significativa do coeficiente de Pearson’s para a colocalizagdo do
MVa-FT-GFP e MitoTracker quando comparamos células U20S WT com mitoSpirel KO
(Figura 10).

A

MVaFT-GFP ; MVaFT-GFP B Mitocondria x MVaFT
R Colocalizagao

0.4+
. ns

0.34

U20S WT

0.24

v;t mitoSpire1 KO

Coeficiente de Pearson

MVaFT-GFP

U20S mitoSpire1 KO

=w | MVaFT-GFP

Figura 10. O nocaute da mitoSpirel ndo interfere com a localizacdo da cauda inteira da miosina-Va na rede
mitocondrial. A. Imagens de microscopia de super-resolucdo Aryscan das células U20S WT e U20S
mitoSpirelKO transfectadas com a cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, em verde) e coradas com
MitoTracker DeepRed (magenta). B. Coeficiente de correlacdo de Pearson mostrando a colocaliza¢do da cauda
inteira da miosina-Va (MVaFT) com a rede mitocondrial, em células U20S WT ou mitoSpirel KO. Os dados sdo
média £ DP. Teste t ndo pareado (células n>20 para cada condicéo, 2 experimentos diferentes).

4.3. A deplecdo da miosina-Va leva a um alongamento mitocondrial

Com o objetivo de entender a funcdo da miosina-Va em relacdo a rede mitocondrial, ja
que ela se associa a proteinas da MME, nos silenciamos a miosina-Va em células A375. As
células A357 sdo provindas de melanoma metastatico humano, e possuem a mutacao
BRAFV600E, o que torna a rede mitocondrial destas células predominantemente fragmentada,
fazendo delas um atil modelo para visualizamos mudancgas na morfologia mitocondrial. Para o
silenciamento da miosina-Va utilizamos dois ShRNAs (shMVal e shMVa2) que levaram a um
silenciamento com 60 e 85% de eficiéncia, respectivamente (Figura 11A e 11B), e um shRNA
inespecifico como controle.

Para investigar se o silenciamento da miosina-Va altera as mitocéndrias nessas células,
nos fizemos uma imunomarcacdo da rede mitocondrial das células silenciadas e comparamos

com as células controle. Observamos que as células silenciadas exibiram mitocdndrias mais
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longas (Figura 11C). Sendo que mais de 40% das células silenciadas mostraram mitocéndrias
alongadas, enquanto apenas 12% das células sShCTRL mostraram mitocdndrias alongadas.
Consistentemente, a frequéncia de células com mitocéndrias fragmentadas estava acima de 70%
nas células shCTRL e apenas cerca de 30% nas células silenciadas para miosina-Va (Figura
11D). A determinacdo da morfologia mitocondrial, neste caso, foi feita a partir da observacgéo
de diversas células e classificacdo visual das suas redes mitocondriais. Para isso, no minimo

150 células foram observadas para cada condicdo, vindas de trés experimentos diferentes.
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Figura 11. O silenciamento da miosina-Va promove mudancas na morfologia da rede mitocondrial. A.
Expressao do mRNA de MYO5A em células A375 transduzidas com dois shRNAs diferentes (shMVal e shMVaz2).
Os valores plotados sdo relativos ao shCTRL. O gene GAPDH foi usado como housekeeping com a formula 2-44¢t
para normalizar o nivel de expressdo. Os dados sao média + DP (n = 3), **** P <0,0001. B. Western blot contendo
lisado total das células A375 transduzidas (linha 1-shCTRL; linha 2-shMVal e linha 3-shMVa2) marcadas com
anti-MVa (policlonal de coelho anti-cauda medial) e um anticorpo para y-Tubulina (y-Tub) usado como
normalizador. A quantificacdo por densitometria da miosina-Va em relagdo a y-Tubulina é mostrada abaixo. Os
dados sdao média = DP (n = 3), **** P <0,0001. C. Imagens de microscopia confocal a laser de células A375
silenciadas para miosina-Va (shMVal e shMVa2) e controle (shCTRL) mostrando a rede mitocondrial
imunomarcada com anticorpo anti-TOMM20 (amarelo), a F-actina foi corada com faloidina-Alexa-594 (magenta)
e 0s nlcleos com DAPI (ciano). Barra de escala: 10um e Im nas inser¢des. D. A morfologia mitocondrial foi
quantificada classificando a morfologia da rede mitocondrial nas células, pelo menos 150 células foram contadas



em trés laminas diferentes. Os dados sdo média + DP. ** P <0,001.
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Figura 12. Eficiéncia do nocaute de MYO5A nos clones das células A375. Andlises da eficiéncia do nocaute de
MYOS5A usando a ferramenta ICE Analysis (v2) (Synthego Performance Analysis, ICE Analysis., 2019), da
Synthego. A figura mostra o “guia” utilizado para o nocaute CRISPR, a sequéncia “PAM” (Protospacer Adjacent

r

Motif) para a nuclease utilizada, que foi a Streptococcus pyogenes (SpCas9). O “Indel%” ¢ a eficiéncia de edigdo

determinada pela comparacéo do traco editado com o traco controle. "Model Fit (R?) Score" é uma medida que,
quando a regressdo linear ICE é calculada durante a geracdo da pontuacéo de ICE, o coeficiente de correlacéo de
Pearson (R) também é calculado e relatado. Quanto maior o valor de R?, mais confiante é a pontuagéo do ICE. O
“Knockout Score” ¢ uma medida Util para entender quantos indels contribuintes tém probabilidade de resultar em
um KO funcional do gene alvo. Os painéis inferiores mostram o tragcado para o sequenciamento das células MYO5A
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KO2, MYO5A KO4, MYO5A KOS5 e A375 WT.

Além do silenciamento da miosina-Va utilizando dos shRNAs, nos também decidimos
obter linhagens CRISPR nocaute (KO) para miosina-Va. Para isso, n6s também utilizamos as
células A375 e realizamos nelas o nocaute através do método CRISPR-Cas9. Apds a obtencao
de um pool de células nocaute, nos realizamos uma selecéo clonal das células, para permitir a
obtencdo de uma populagéo inteiramente homogénea e com 100% de dele¢do da miosina-Va.
Apds o isolamento clonal, foram obtidos oito clones MYO5A KO. Esses clones foram
submetidos a um sequenciamento Sanger, para determinar se as células realmente néo
expressavam o gene MYOS5A. Os dados de Sequenciamento Sanger foram analisados usando a
ferramenta ICE Analysis (v2) (Synthego Performance Analysis, ICE Analysis., 2019). Desses
oito clones, apenas trés deles tinham 100% de eficiéncia (clones 2, 4 e 5) (Figura 12). Além
disso, também realizamos um western blot nos oito clones A375 MYO5A KO para demonstrar
eficiéncia de nocaute. O resultado do western blot é mostrado na Figura 13 e é corroborativo
do resultado do sequenciamento, apesar que de acordo com o resultado do western blot outros
clones também séo praticamente nulos para expressdo da proteina miosina-Va, comoo6e o 7.
Levando em consideracdo os resultados do sequenciamento e do western blot decidimos usar

apenas os clones 4 e 5 em nossos experimentos posteriores.
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Figura 13. Expressdo da proteina miosina-Va em células A375 MYO5A KO apds expansao clonal. Western
blot contendo lisado total de células A375 WT e A375 MYO5A KO clones 1-8 e marcadas com anticorpo policlonal
de coelho purificado por afinidade contra cauda medial de miosina-Va (MVa — anti- cauda medial) e um anticorpo
policlonal para GAPDH usado como normalizador.

Para analisar se as células KO de miosina-Va (MYO5A KOs) apresentavam as mesmas
caracteristicas morfoldgicas mitocondriais das células silenciadas, ndés coramos as células A375
WT (controle) e MYO5A KOs (#4 e #5) com MitoTracker e fizemos imagens utilizando um

microscopio de super-resolucdo AiryScan (Figura 14A). Desta vez, para analise da morfologia
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mitocondrial destas células, nos utilizamos o plugin MiNa Morphology no ImageJ (A]j et al.,
2017) (Figura 14B e 14C), que mede o tamanho dos “ramos mitocondriais” ou “linhas”.
Decidimos utilizar esta abordagem para analise da morfologia mitocondrial por ser um método
automatizado, e, portanto, mais acurado do tamanho dos ramos mitocondriais. Notamos que
tanto as células A375 MYO5A KO#4 quanto o KO#5 apresentaram um padrdo semelhante de
morfologia mitocondrial - mitocondrias mais alongadas, pois seus ramos mitocondriais
apresentaram com maior frequéncia tamanhos de 0,9-1,1um (Figura 14B e 14C). Este dado foi
consistente com o que observamos anteriormente em nossas células silenciadas para miosina-

Va, que também possuiam mitocdndrias mais alongadas.
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Figura 14. As células A375 MYO5A KO possuem alteracdes na morfologia mitocondrial. A. Imagens de
microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375 WT e MYO5A KO mostrando a rede mitocondrial de
corada com MitoTracker DeepRed (magenta). As imagens sdo representativas de um Z-stack. B. A morfologia
mitocondrial foi quantificada usando o plugin MiNa Morphology no ImageJ, os gréaficos de barras mostram a média
dos tamanhos dos ramos mitocondriais, e C. o histograma mostra a frequéncia de distribuicdo dos comprimentos
dos ramos mitocondriais. Os dados sdo média £ DP. One way ANOVA **** P <(,0001 (células n>50 para cada
condicdo, 3 experimentos diferentes).
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Para termos uma Ultima confirmagdo deste fendtipo, nos também analisamos
fibroblastos provindos de um paciente com Sindrome de Griscelli tipo 1, ou seja, fibroblastos
nulos para miosina-Va. Como controle, nos utilizamos fibroblastos de um doador normal, que
possuia mesma idade e sexo correspondentes. Para isso, os fibroblastos humanos nulos para
miosina-Va e os fibroblastos controle foram corados com MitoTracker, e utilizamos um
microscopio AiryScan de super-resolucdo para aquicdo das imagens. As imagens também
foram analisadas com o plugin MiNa Morphology no ImageJ (Aj et al., 2017). Observamos que
os fibroblastos nulos apresentaram tamanhos médios dos ramos mitocondriais maiores, com a
tamanhos médios entre 1,1 e 1,3 um, enquanto o fibroblasto controle normal apresentou a
maioria de seus ramos mitocondriais com tamanhos médios em torno de 0,7 e 1,1 um (Figura
15B e 15C). Esses resultados foram consistentes com a morfologia mitocondrial que vimos nas
células A375 MYO5A KO e nas celulas silenciadas (sShMVAL e shMVa2), e podem nos levar a

concluir que a falta de miosina-Va causa o alongamento mitocondrial.
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Figura 15. Fibroblastos humanos nulos para miosina-Va apresentam mitocéndrias mais alongadas do que
fibroblastos humanos normais. A. Imagens de microscopia de super-resolucdo Aryscan de fibroblastos humanos
normais e nulos para miosina-Va (MYO5A Null). As imagens mostram a rede mitocondrial das células coradas
com MitoTracker DeepRed (magenta). B. A morfologia mitocondrial foi quantificada usando o plugin MiNa
Morphology no ImageJ, os gréficos de barras mostram a média dos comprimentos dos ramos mitocondriais; e C.
0 histograma mostra a frequéncia de distribuicdo dos comprimentos dos ramos mitocondriais. D. gRT-PCR
mostrando a expressao relativa do transcrito MYO5A em fibroblastos normais ou fibroblastos nulos para miosina-
Va. O gene GAPDH foi usado como gene housekeeping. Os dados sdo média £ DP. Teste t ndo pareado, ** P
<0,002 (n = 20 células para cada condicdo, 2 experimentos diferentes).
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4.4. A superexpressdo da miosina-Va reverte o fendtipo de elongacédo

mitocondrial

Para garantir que as mudancas observadas na morfologia mitocondrial das células MYO5A
KO foram realmente devido a falta da proteina miosina-Va, superexpressamos um construto
contendo a miosina-Va inteira com a tag GFP (MVa-FL-GFP) nas células A375 MYO5A KO
(Figura 16A). Notamos que a rede mitocondrial ficou ainda mais fragmentada nas células A375
WT (Figura 16B e 16C) apresentando 15% dos seus ramos mitocondriais com 0,6 um. O
alongamento apresentado pelas células MYO5A KO também foi revertido pela superexpressao
do construto MVa-FL-GFP, embora tenhamos encontrado alguns ramos mitocondriais com
tamanhos > 1 um, a maioria dos ramos mitocondriais teve um comprimento entre 0,6 e 0,9 um
(Figura 16B e 16C). Comprovamos a superexpressao da miosina-Va através de um western blot
(Figura 16D). Nele podemos observar que as células A375 MYO5A KO apresentam novamente
a marcagdo para miosina-Va ap0s a superexpressdo da MVa-FL-GFP. Esses resultados nos
levam a concluir que o alongamento apresentado pelas células A375 MYO5A KO é realmente
devido a falta da miosina-Va, uma vez que a superexpressdo de um construto contendo a

miosina-Va inteira é capaz de resgatar o fendtipo fragmentado apresentado pelas celulas A375.
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Figura 16. A superexpressdo do construto da miosina-Va inteira leva a uma fragmentacdo da rede
mitocondrial nas células A375 WT e A375 MYO5AKO. A. Imagens de microscopia de super-resolucéo Aryscan
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de células A375 WT e MYO5A KO ndo transfectadas e superexpressoras do construto MVa-FL-GFP mostrando a
rede mitocondrial das células coradas com MitoTracker DeepRed (magenta), e o construto da miosina-Va inteira
em verde. B. Amorfologia mitocondrial foi quantificada usando o plugin MiNa Morphology no ImageJ, os graficos
de barras mostram a média dos comprimentos dos ramos mitocondriais; e C. o grafico mostra a frequéncia de
distribuicdo dos comprimentos dos ramos mitocondriais. Os dados sdo média + DP. 2-way ANOVA, ** P <0,002
(n =30 células para cada condigdo, 3 experiéncias diferentes). D. Western blot contendo os lisados totais de células
A375 WT e MYO5A KO transfectadas com GFP-vazio ou com MVa-FL-GFP, marcado com anti-miosina-Va
(MVa, anticorpo policlonal produzido em coelho anti-cabeca) e com anti-GFP (coelho).

4.5. A falta da miosina-Va leva a mudancas na ultraestrutura mitocondrial

Para entendermos melhor as mudancas morfoldgicas nas células silenciadas e KO para
miosina-Va, utilizamos experimentos de microscopia eletronica de transmissdao (MET). As
imagens de MET revelaram a presenca de mitocondrias alongadas nas células silenciadas para
miosina-Va em comparagdo com as células shCTRL (Figura 17A). A quantificacdo da area
(Figura 17B) e do perimetro (Figura 17C) confirmou o aumento mitocondrial das células
silenciadas. Nas células A375 MYOS5AKO (Figura 18A) também obtivemos resultados
similares, sendo que as células MYO5AKO apresentaram um aumento da area (18B) e do
perimetro (18C) mitocondriais. Curiosamente, o comprimento das regides de contato entre o
RE e a superficie mitocondrial em relagdo ao comprimento total do perimetro mitocondrial
também diminuiu nas células silenciadas (Figura 17D), porém nas células A375 MYO5AKO
ndo encontramos diferencas quando medimos as regides de contato entre o RE e a mitocondria,

comprado com as células controle A375 WT.
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Figura 17. A ultraestrutura mitocondrial é afetada pelo silenciamento da miosina-Va na linhagem celular
A375. A. Micrografias eletronicas representativas das células A375 silenciadas para miosina-Va (shMVal e
shMVaz2) e controle (ShCTRL) mostrando a ultraestrutura mitocondrial em diferentes ampliagdes (RE - reticulo
endoplasmatico; N - Nucleo). As pontas de seta vermelhas mostram os locais de contato entre 0 RE e a membrana
mitocondrial, as pontas de seta pretas indicam mitocdndrias fragmentadas (ShCTRL); e as setas pretas mostram
mitocondrias alongadas (shMVal e shMVa2). B. Quantificagdo da area mitocondrial (um?), sendo que referente a
média da area de cada mitocéndria individual, C. quantifica¢o do perimetro mitocondrial (um) e D. tamanho da
interface RE-mitocondria, normalizada pelo perimetro mitocondrial. Os dados s&o média + DP (pelo menos 90
mitocdndrias por condigdo, 2 grades). 2-way ANOVA * P <0,01; ** P <0,001; **** P <0,0001. Barra de escala =
2 um, 1 pm, 0,5 um com ampliagdo de 20x (painéis da esquerda); com 40x (painéis do meio) e 80x (painéis da
direita).
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Figura 18. A ultraestrutura mitocondrial é afetada pelo nocaute da miosina-Va na linhagem celular A375.
A. Micrografias eletrénicas representativas das células A375 WT e A375 MYO5AKO 4 e 5 mostrando a
ultraestrutura mitocondrial. B. Quantificacdo da area mitocondrial (um?), C. quantificacdo do perimetro
mitocondrial (um) e D. tamanho da interface RE-mitocndria, normalizada pelo perimetro mitocondrial. Os dados
sdo média £ DP (pelo menos 80 mitocndrias por condicdo, 2 grades). 2-way ANOVA * P <0,01; ** P <0,001;

**%% P <0,0001. Barra de escala =2 um.

4.6. Expressdo e influéncia das miosinas de classe V na morfologia

mitocondrial em células A375

Como a miosina-Va faz parte da classe de miosinas-V, que possuem dois outros

membros, a miosina-Vb e a miosina-Vc, nos decidimos investigar se estas proteinas tambem

teriam algum tipo de influéncia na morfologia mitocondrial. Entretanto, primeiramente nds
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procuramos responder 0 quao expressas a miosinas-Vb e miosina-Vc eram em células A375,
em comparagao com os niveis da miosina-Va. Para isso, nos analisamos por gqRT-PCR os niveis
de expressdao dos mRNAs da miosina-Vb e miosina-Vc nas células A375 WT (Figura 19A).
Observamos que a miosina-Va € a proteina pertencente a classe de miosina-V mais
abundantemente expressa nestas células. A partir disso, n6s também analisamos se as células
A375 MYO5AKO apresentariam diferencas na expressao dos transcritos da miosina-Vb e
miosina-Vc. Notamos que ndo ha diferenca significativas na expressao destes transcritos em
células A375 MYO5AKO quando comparadas com células controle (Figura 19B). O que nos
leva a crer que ndo ha mecanismos compensatorios por parte de ambas miosinas-Vb/Vc¢ quando
ha perca da funcdo da miosina-Va.
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Figura 19. MYO5A é o membro mais abundante da familia MY O5 em células A375. A. gRT-PCR mostrando
a expressdo relativa dos transcritos MYO5A, MYO5B e MYO5C em células A375. A expressdo do transcrito
MYOB5A foi usada como referéncia, e 0 gene GAPDH foi usado como gene housekeeping. B. gRT-PCR mostrando
a expressao relativa dos transcritos MYO5A, MYO5B e MYO5C em células A375 WT e A375 MYO5A KOs niveis
de expressao da célula WT foram usadas como referéncia, e 0 gene GAPDH foi usado como gene housekeeping.
A foérmula 224 foi usada para normalizar o nivel de expressdo. Os dados sdo média = DP. One way ANOVA,
***% P <0,0001 (n = 3 experimentos diferentes).

Pensando agora na possivel influéncia da miosina-Vb e da miosina-Vc¢ na morfologia
mitocondrial das células A375, nos silenciamos tanto a miosina-Vb quanto a miosina-Vc
usando SiRNAs nas células A375 WT e A375 MYO5A KO, e analisamos a morfologia
mitocondrial a partir da marcagdo com MitoTracker (Figura 20A). NOs observamos que, nas
células WT, houve um leve alongamento dos ramos mitocondriais quando silenciamos

simultaneamente as miosinas-Vb/Vc. Curiosamente, a deplecdo combinada de qualquer
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Figura 20. O silenciamento da miosina-Vb e miosina-Vc com siRNAs ndo altera a morfologia mitocondrial
de células A375. A. Imagens de microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375 WT e MYO5A KO néo
transfectadas e silenciadas com siRNAs contra miosina-Vb, miosina-Vc e ambas miosina-Vb/Vc¢, respectivamente.
As imagens mostram a rede mitocondrial das células coradas com MitoTracker DeepRed (magenta). B. A
morfologia mitocondrial foi quantificada usando o plugin MiNa Morphology no ImageJ, os graficos de barras
mostram a média dos comprimentos dos ramos mitocondriais, e 0s histogramas mostram a distribuicdo da
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frequéncia dos comprimentos dos ramos mitocondriais, em células A375 WT e MYO5A KO silenciadas com C.
SiRNA contra miosina-Vhb; D. siRNA contra miosina-Vc; e E. siRNA contra ambas miosina-Vb e miosina-Vc. Os
dados sdo média £ DP. 2-way ANOVA, ** P <0,002 (n = 20 células para cada condi¢do, 2 experimentos
diferentes). gRT-PCR mostrando a expressao relativa dos transcritos F. MYO5B e G. MYO5C em células A375
WT e A375 MYO5A KOs tratadas com diferentes siRNAs. Os niveis de expressdo de uma célula WT nao
transfectada foram usadas como referéncia, e 0 gene GAPDH foi usado como gene housekeeping. A férmula 2-
AACt foi usada para normalizar o nivel de expressdo. Os dados s30 média + DP. One way ANOVA, **** P <0,0001
(n = 2 experimentos diferentes).

miosina-V em células A375 MYO5A KO ndo causou um aumento significativo, além do
aumento ja causado pela deplecdo da miosina-Va, no comprimento dos ramos mitocondriais
(Figura 20B). E importante ressaltar que o nivel de silenciamento causado pelo siRNA contra
mioisna-Vb néo foi téo eficiente sozinho (Figura 20F), e que o proprio siCTRL gerou algumas
alteracdes na expressao de ambas miosinas-Vb/Vc (Figura 20F-G)

4.7. A deplecdo da miosina-Va altera a morfologia dos nucledides de mtDNA

Como ja e sabido, as mudangas na morfologia mitocondrial podem estar relacionadas a
mudancas na estrutura dos nucledides de mtDNA (Ashley and Poulton, 2009; Lewis et al.,
2016). Tendo isso em vista, também analisamos a morfologia dos nucledides de mtDNA a partir
da marcacdo das células A375 WT e MYO5A KO utilizando Picogreen e MitoTracker, e
adquirimos imagens utilizando um microscopio de super-resolucdo AiryScan (Figura 21A).
Observamos que as células A375 MYO5A KO possuem nucledides de mtDNA com menor
volume e area (Figura 21B e 21C), mas ndo possuiam alteracdes no nimero total de nucledides
por célula (Figura 21D).

A fim de confirmar o papel da miosina-Va nas mudancas morfoldgicas observadas nos
nucledides do mtDNA, nds também superexpressamos o construto MVa-FL-GFP nas células
A375 WT e MYO5A KO com a hipotese de que as mudancas nos nucledides de mtDNA seriam
revertidas. Para este experimento, tivemos que imunomarcar as células com um anticorpo anti-
DNA (para visualizacdo do mtDNA), e o seu sinal é ligeiramente diferente do sinal apresentado
pelo marcador Picogreen. Portanto, a escala das medidas de area e volume dos nucledides de
mtDNA corados com anticorpo anti-DNA foram um pouco diferentes dos parametros obtidos
com Picogreen. Apesar deste vies metodoldgico, foi possivel notar que apds a superexpressao
de MVa-FL-GFP, as células A375 MYO5A KO apresentavam nucledides de mtDNA com areas
e volumes muito semelhantes aos das células A375 WT (Figura 22 E-G), e novamente, ndo

observamos alteragdes no nimero total de nucledides por célula (Figura 22H).
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Figura 21. Os nucle6ides de mtDNA tém menor area e volume nas células A375 MYO5A KO. A. Imagens de
microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375 WT e MYO5A KO. As imagens mostram a rede
mitocondrial das células coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e os nucledides do mtDNA corados com
PicoGreen (verde). B. A morfologia do mtDNA foi analisada utilizando o software Imaris. Os gréficos de barras
mostram a média da area dos nucledides do mtDNA, C. o volume, e D. o nimero total de nucleéides por célula.
Os dados sdo média + DP. One-way ANOVA *** P <0,0002 (h = 10 células para cada condicédo, 3 experimentos
diferentes).
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Figura 22. A superexpressdo da miosina-Va inteira leva a uma reversdo das altera¢cdes morfologicas dos
nucledides de mtDNA nas células A375 MYO5A KO. A. Imagens de microscopia de super-resolucdo Aryscan
de células A375 WT e MYO5A KO. As imagens mostram a rede mitocondrial de células coradas com MitoTracker
DeepRed (magenta), os nucledides de mtDNA imunomarcados com anti-DNA (ciano) e a superexpressdo do
construto da miosina-Va inteira (MVaFL-GFP em amarelo). B. A morfologia dos nucleoides foi analisada usando
o software Imaris, os graficos de barras mostram a média da &rea dos nucletides, C. do volume, e D. o nimero
total de nucledides por célula. Os dados sdo média + DP. One-way ANOVA, (n = 10 células para cada condicao,
2 experimentos diferentes).

Devido as alteracbes observadas no mtDNA apds a deplecdo da miosina-Va, nés
também analisamos se havia alguma alteracdo no nimero de copias do mtDNA entre as células
A375 WT e MYO5A KO. Para isso, n6s comparamos a expressdo do mRNA de um gene
mitocondrial (ND4), com a expressdo de um gene do DNA nuclear (nDNA). Observamos que

as células MYO5A KO ndo possuem diferengas no numero de copias de mtDNA, quando
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comparadas com as células controle (Figura 23A). A partir desta observacdo, analisamos
também a expressdo de PGCla, um regulador mestre da biogénese mitocondrial e a expressdo
de TFAM, um gene regulado por PGCla e de extrema importancia na compactacdo do mtDNA.
Observamos que também ndo havia diferencas significantes na expressao dos mMRNA de PGCla
e TFAM nas células MYO5A KO, quando comparadas com as células controle (Figura 23B).
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Figura 23. O nocaute da miosina-Va nao altera o niUmero de cépias do mtDNA, assim como a expressao de
PGCla e TFAM. A. qRT-PCR para determinar o nimero de copias de mtDNA nas células A375 WT e A375
MYOS5A KOs. Um gene especifico para 0 nDNA (2M, que possui baixa variabilidade e possui cdpia Unica) foi
usado como normalizador para quantificacdo relativa do mtDNA (amplificado através do gene ND4, que codifica
a subunidade 4 da NADH-ubiquinona oxidoredutase). B. qRT-PCR mostrando a expressao relativa dos transcritos
PGClo e TFAM em células A375 WT e A375 MYO5A KOs. O gene GAPDH foi usado como gene housekeeping.
A formula 224 foi usada para normalizar o nivel de expressdo. Os dados sdo média + DP. One-way ANOVA
para o grafico mostrado em A, e 2-way ANOVA para o grafico mostrado em B. 3 experimentos independentes.

4.8. A deplecdo da miosina-Va e o balanco das proteinas da dinamica

mitocondrial

Para entender se as alteracdes na morfologia mitocondrial afetavam a expressdo de
genes e seus respectivos produtos proteicos envolvidos na dindmica mitocondrial, realizamos
analises da expressdo de mMRNA e de proteinas nas celulas A375 silenciadas para miosina-Va
(shMVal e shMVa2) e controle (ShCTRL). O mRNA Drpl e as proteinas Drpl, ambas Drpl
total e Drpl p(S616), ndo se mostraram alterados nas células silenciadas quando comparadas
ao controle (Figura 24A-C). Ja os niveis de mRNA de Mfnl e Mfn2 estavam ligeiramente
diminuidos, mas nenhuma alteracdo nos niveis de proteina foi observada (Figura 24A-C). A
expressdao de mMRNA de OPAL se encontrava aumentada, mas nenhuma alteracdo dos niveis da

proteina OPAL foi detectada (Figura 24A-C). Estas pequenas alteracbes nos parecem ser
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devidas a uma tentativa regulatéria causada pelo alongamento mitocondrial observado apds o

silenciamento da miosina-Va.
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Figura 24. O silenciamento da miosina-Va altera a expressdo dos genes relacionados a dindmica
mitocondrial. A. gRT-PCR mostrando a expressao relativa dos transcritos de alguns genes relacionados a
dindmica mitocondrial em células A375 shCTRL e silenciadas para miosina-Va (shMVal e shMVa2). O gene
GAPDH foi usado como gene housekeeping. B. Western blots contendo lisado total de células A375 (linha 1-
shCTRL,; linha 2-shMVal e linha 3-shMVa2) marcados com anticorpos contra Drpl, p(S616)Drpl, Mfn1l, Mfn2,
Opal e y-Tubulina (y-Tub). A y-tubulina foi utilizada como normalizador. C. Gréfico representativo da
quantificacdo densitométrica das proteinas de B em relacdo a y-Tubulina. Os dados sdo a média + DP de trés
experimentos independentes. 2-way ANOVA, * P <0,01; ** P <0,001; *** P <0,0005.

Decidimos analisar também a colocalizacéo de tais proteinas com a rede mitocondrial
nas células silenciadas para miosina-Va, visto que sdo proteinas que necessitam da interacéo
com a rede mitocondrial para efetuarem suas respectivas funcbes com relacdo a dindmica
mitocondrial. Para isso, fizemos a imunomarcacdo das proteinas envolvidas na dinamica
mitocondrial (Drp1, Drpl p(S616), Mfnl e Mfn2) juntamente com citocromo ¢, como marcador
mitocondrial. Podemos observar na Figura 25A e 25B que ha uma diminuicéo na colocalizacao
da Drpl com a rede mitocondrial. Quando analisamos a fosforilacdo de Drpl na posicdo S616,
que é uma fosforilacdo ativadora e necessaria para funcdo da Drpl na fissdo mitocondrial,
observamos que ha também uma diminuicdo da colocalizacdo da Drpl p(S616) com a rede
mitocondrial nas células silenciadas para miosina-Va (Figura 25C e 25D). Quanto a Mfnl,
observamos que esta proteina também teve a sua colocalizagdo com a rede mitocondrial

reduzida (Figura 25E e 25F). Ja para Mfn2, curiosamente, observamos que a sua colocalizacdo
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com a rede mitocondrial foi aumentada nas células silenciadas para miosina-Va, quando
comparado com celulas controle (Figura 25G e 25H). Este dado pode ser interessante, porque
Mfn2, ao contrério de Mfnl, esta relacionada também a manutencdo do contato entre as
membranas da mitocéndria e do RE, o que é importante para diversas funcdes destas organelas
(Schrepfer and Scorrano, 2016).
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Figura 25. O silenciamento da miosina-Va altera a localizacdo de proteinas relacionadas & dinamica
mitocondrial. Imagens confocais de células A375 silenciadas para miosina-Va A375 (shMVal e shMVa2) e
controle (shCTRL) mostrando a rede mitocondrial imunomarcada com anticorpo anti-citocromo c (verde) e
anticorpos contra A. Drpl, C. p(S616)Drpl, E. Mfnl, e G. Mfn2 em vermelho. Coeficiente de correlacdo de
Pearson mostrando a colocalizacédo de B. Drpl, D. p(S616)Drp1, F. Mfn1, e H. Mfn2 com a rede mitocondrial. Os
dados comparam as células silenciadas miosina shMVal e shMVa2 com as células controle (ShCTRL). One-way
ANOVA, n>30 células por condicdo, 1 experimento. Dados sdo média + DP, ** P <0,001 e *** P <0,0005, ****
P <0,0001.
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4.9. A miosina-Va se localiza nos pontos de fissdo mitocondrial

As alterac6es morfoldgicas que observamos na rede mitocondrial sdo condizentes com
um possivel papel da miosina-Va na dindmica mitocondrial. Para investigarmos isso,
inicialmente nGs nos perguntamos se a miosina-Va se colocalizava temporoespacialmente com
os eventos de fissdo mitocondrial. Para responder isso, nds co-expressamos um construto
contendo a miosina-Va inteira com tag GFP (MVa-FL-GFP) e coramos as células com
MitoTracker para realizarmos experimentos de timelapse. Desta vez, as células utilizadas foram
as U20S, e um microscépio Airyscan de super-resolucdo foi utilizado para monitorar a
dindmica mitocondrial (Figura 26, Filme Suplementar 2 e 3). A partir destes dados, foi possivel
observar que 58% dos eventos de fissdo contados tinham acumulo da miosina-Va (Figura 26C),
e que a miosina-Va frequentemente se localizava nas pontas das mitocondrias "filhas” (Figura
26A e 26B). Também induzimos a fissdo mitocondrial através do tratamento das células com
ionomicina, que resulta na liberacdo dos estoques intracelulares de calcio que provém
principalmente dos estoques do RE e o que, por sua vez, estimula a fissdo mitocondrial. Apos
o0 tratamento com ionomicina, nds observamos um aumento significativo nos eventos de fisséo
contendo miosina-Va, que estava presente em ~ 74% dos eventos de fissdo contados (Figura
26C).

Como vimos que a mitoSpirel € responsavel pelo recrutamento da miosina-Va para a
MME, mas tendo em vista que a falta da mitoSpirel ndo altera a colocalizacdo da miosina-Va
na rede mitocondrial (Figura 10), nds também nos perguntando se a mitoSpirel seria necessaria
para a localizacdo da miosina-Va nos pontos de fissdo mitocondrial. Para isso, também
analisamos a localizacdo do construto a cauda inteira com tag GFP da miosina-Va (MVa-FT-
GFP) nas células U20S WT e mitoMitoSpirel KOs, usando um microscépio Airyscan de super-
resolucdo para monitorar a dinamica mitocondrial atraves de experimentos de timelapse (Figura
27, Filme Suplementar 4 e 5). Estes dados nos permitiram observar que a cauda inteira da
miosina-Va esta presente em 61% do total de eventos de fissdo mitocondriais contados nas
células U20S WT, e em apenas 36% do total de eventos de fissdo mitocondriais contados nas
células U20S mitoSpirel KO. Consistentemente, quando comparamos a presenca do construto
contendo cauda inteira da miosina-Va com o construto contendo a miosina-Va inteira nos locais
de fissdo mitocondrial, podemos notar que a presenca de ambos 0s construtos é muito
semelhante, sendo 58% para MVa-FL-GFP e 61% para MVa-FL-GFP (Figura 26 e Figura 27).
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Figura 26. A miosina-Va localiza-se nos pontos de fissdo mitocondrial. A. Imagens de video-microscopia de
super-resolucdo Airscan de células U20S mostrando a localizagdo de MVaFL-GFP juntamente com a mitocondria
corada com MitoTracker DeepRed em uma condicdo de controle e B. tratada com ionomicina. C. Quantificacdo
dos eventos de fissdo que a miosina-Va estava presente, tanto na constri¢do da mitocondria quanto nas pontas das
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mitocondrias recém-formadas. Os eventos de fissdo foram contados em pelo menos 5 videos para cada condigao.
Teste t ndo pareado, os dados sdo a média = DP, ** P <0,001. Barra de escala: 1pm.
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Figura 27. O nocaute da mitoSpirel diminui a localiza¢do da cauda inteira da miosina-Va nos locais de
fissdo mitocondrial. Imagens de video-microscopia de super-resolugdo Aryscan de A. U20S WT e B. U20S
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mitoSpirelKO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas com um construto
da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, verde). As setas magentas e brancas indicam um local de fisséo e
a localizacdo de MVaFT-GFP relacionada a esse local de fissdo. C. Quantificagéo dos eventos de fissdo contendo
MVaFT-GFP nos locais de constricdo mitocondrial e pontas de mitocdndrias recém-formadas. Os dados sdo média
+ DP. Teste t ndo pareado (células n=12 para cada condicéo, 2 experimentos diferentes).

4.10. A miosina-Va se localiza nos pontos de fissdo mitocondrial juntamente

com Drpl

Tendo em vista a possivel interagdo da miosina-Va com a Drpl demonstrada pelo nosso
experimento de cromatografia de afinidade seguida de espectrometria de massas (Tabela
Suplementar 1), nés decidimos investigar a colocalizagdo da miosina-Va enddgena com a Drpl
nos pontos de fissdo mitocondrial. Para isso, nds imunomarcamos células U20S com anticorpos
contra a miosina-Va, Drpl e HSP60 (marcador mitocondrial), e utilizamos um microscopio de
super-resolucdo AiryScan para aquisicdo das imagens. Observamos que uma fragdo
significativa da miosina-Va se localiza muitas vezes adjacente a Drpl nas extremidades das
mitocondrias "filhas". 1sso sugere que, embora essas duas proteinas possam nado interagir
diretamente, elas se localizam em locais de fissao ativa (Figura 28A). Indo além, nos tratamos
as celulas com ionomicina com intuito de estimular a fisséo mitocondrial, e em seguida,
repetimos a imunomarcacdo para miosina-Va, Drpl e HSP60. Como esperado, a inducdo da
fissdo mitocondrial aumentou significativamente a localizacdo de Drpl nas mitocondrias em
aproximadamente 1,4x (de 43,5% para 60,6%) nas células tratadas com ionomicina (Figura
28B). Corroborando com a nossa hipotese de que a miosina-Va desempenha um papel na fissao
mitocondrial, a localizacdo da miosina-Va nas mitocondrias aumentou em ~1,3x (de 37,3%
para 48,3%) nas células tratadas com ionomicina (Figura 28C).

Além disso, também analisamos se mitoSpirel seria necessaria para a interacao entre
miosina-Va e Drpl, ou se a deplecdo da mitoMitoSpirel causaria uma diminuicdo da
localizacdo de Drpl nos pontos de fissdo mitocondrial. Para isso, nds transfectamos o0s
construtos MVaFT-GFP e Drpl-mCherry em células U20S WT e mitoMitoSpirel KO, e
utilizamos um microscépio Airyscan de super-resolu¢cdo para monitorar a dindmica
mitocondrial através de experimentos de timelapse. Observamos que Drpl-mCherry estava
presente em todos os eventos de fissdo mitocondrial contados (Figura 29A e 29B, Filme
Suplementar 6 e 7), tanto em células U20S WT quanto em células mitoMitoSpirel KO. Ja o
construto MVaFT-GFP estava presente em cerca de 60% de todos os eventos de fissdo
mitocondrial contados de células U20S WT (Figura 29A e 29B), como ja foi observado em

outros dados (Figura 27). E estava presente em apenas cerca de 35% dos eventos de fisséo
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contados em células U20S mitoSpirelKO, mostrando novamente que a falta de mitoSpirel leva
a uma presenca diminuida de MVaFT-GFP nos locais de fissdo mitocondrial. No entanto, méo
encontramos nenhuma evidéncia significativa de que a deplecdo da mitoSpirel altera a
localizagé@o de Drpl nos pontos de fissdo mitocondrial.
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Figura 28. A miosina-Va se localiza juntamente com DRP1 em locais de fisséo mitocondrial. A. Imagens de
super-resolucdo Airscan de células U20S mostrando a imunomarcacdo da rede mitocondrial com anti-Hsp60
(ciano), a miosina-Va enddgena (amarelo), e Drpl (magenta), antes do tratamento com ionomicina (painéis
superiores) e ap6s ionomicina tratamento (painéis inferiores). Barra de escala: 2um. Os gréficos sdo
representativos da B. colocaliza¢do de Drpl com a rede mitocondrial e da C. colocalizagdo da miosina-Va com a
rede mitocondrial com e sem a adi¢do de 4uM de ionomicina. 2-way ANOVA, **** p <(,0001.
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Figura 29. O nocaute da mitoSpirel diminui a localizagéo da cauda inteira da miosina-Va, mas ndo de Drp1,
nos locais de fissdo mitocondrial A. Imagens de video-microscopia de super-resolucéo Aryscan de células U20S
WT e U20S mitoSpirelKO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas com
um construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Drpl (Drp1-mCherry, ciano). As setas
brancas indicam um local de fissdo e a localizacdo de MVaFT-GFP e Drpl-mCherry relacionadas a esse local de
fissdo. B. Quantificacdo dos eventos de fissdo contendo MVaFT-GFP, Drpl-mCherry e ambos MVaFT-GFP e
Drpl-mCherry nos locais de constricdo mitocondrial e pontas de mitocondrias recém-formadas. Os dados sdo
média £ DP. 2-way ANOVA, *** P <0,0002 (n>8 células para cada condi¢do).

4.11. A miosina-Va se localiza nos pontos de fissdo mitocondrial juntamente

com Rablla

Nos desenvolvemos a hipdtese de que outra proteina poderia mediar a interacdo entre
miosina-Va e mitoSpirel. Levando em consideracdo que as proteinas Rabs sdo conhecidas por
interagirem com a miosina-Va (Lindsay et al., 2013), e até mediando a interacdo dela com
outras proteinas adaptadoras (Strom et al., 2002). Considerando dados anteriores da literatura
(Pfender et al., 2011; Pylypenko et al., 2016) decidimos olhar para a dindmica e colocalizagéo
da Rablla em torno da rede mitocondrial juntamente com a miosina-Va. Para isso, nos
tranfectamos o0s construtos MVaFT-GFP e Rabll-mApple em células U20S WT e
mitoMitoSpirel KO e utilizamos um microscépio Airyscan de super-resolucao para aquisicao
das imagens e monitoramento da dinamica mitocondrial através de experimentos de timelapse.
Observamos que a colocalizagdo entre MVaFT-GFP e Rabl1-mApple ¢ alta (Figura 30A e
30B), e que ambas as proteinas possuem uma dinamica muito semelhante nas células. Também
observamos que Rablla também possui um grau semelhante de colocalizacdo com a rede
mitocondrial quando comparado ao grau de colocalizacdo de MVaFT-GFP com a rede
mitocondrial (Figura 30C e Figura 10). No entanto, ndo encontramos diferencas na
colocalizacdo, tanto entre Rablla e MVa-FT-GFP, quanto entre Rabl1a e MitoTracker, quando
comparamos as células U20S WT e U20S mitoSpirelKO (Figura 30).

Também analisamos a presenca da Rablla nos eventos de fissdo mitocondrial.
Curiosamente, cada evento de fissdo com a presenca de MVaFT-GFP, também teve a presenca
de Rabl1-mApple (Figura 31A e 31B, Filme Suplementar 8 e 9). Além disso, Rab11-mApple
foi mais frequente nos eventos de fissdo mitocondrial do que MVaFT-GFP, possivelmente
devido a sua expressdo mais abundante. Observamos também que a deplecdo da mitoSpirel
causou uma reducdo significativa da presenca de Rabll-mCherry nos eventos de fissao
mitocondrial, como fez para MVaFT-GFP (Figura 27). Em conjunto estes dados sugerem que
miosina-Va, Rablla e mitoSpirel podem formar um complexo proteico envolvido na fissdo

mitocondrial.
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Figura 30. O nocaute de mitoSpirel ndo interfere na colocalizagéo entre Rablla e a cauda da miosina-Va
ou na localiza¢do de Rablla nas mitocdndrias. A. Imagens de microscopia de super-resolucdo Aryscan de
células U20S WT e U20S mitoSpirelKO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e
transfectadas com um construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Rablla (Rabll-
mApple, em ciano). B. Coeficiente de correlacdo de Pearson mostrando a colocaliza¢do de Rablla com a cauda
inteira da miosina-Va em células U20S WT e mitoSpirel KO. C. Coeficiente de correlacdo de Pearson mostrando
a colocalizacdo de Rablla com a rede mitocondrial em células U20S WT e mitoSpirel KO. Os dados sdo média
+ DP. Teste t ndo pareado (células n>20 para cada condic&o).
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Figura 31. O nocaute da mitoSpirel diminui a localizagéo da Rablla e da cauda inteira da miosina-Va nos
locais de fissdo mitocondriais. A. Imagens de video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células U20S
WT e U20S mitoSpirelKO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas com
um construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Rab11a (Rab11-mApple, em ciano). As
setas brancas indicam um local de fisséo e a localizagdo de MVaFT-GFP e Rab11-mApple relacionada a esse local
de fissdo. B. Quantificacdo dos eventos de fissdo contendo MVaFT-GFP, Rab11-mApple e ambos MVaFT-GFP
e Rab11-mApple nos locais de constricdo mitocondrial e pontas de mitocondrias recém-formadas. Os dados séo
média £ DP. 2-way ANOVA, * P <0,03 (células n=10 para cada condigdo).

4.12. A deplegéo da miosina-Va leva a uma diminui¢éo dos eventos de fissédo

mitocondrial

Com o objetivo de entendermos melhor se o0 alongamento mitocondrial causado pela
falta da miosina-Va era realmente devido a um desequilibrio da dindmica mitocondrial, nos
analisamos timelapses das células silenciadas para miosina-Va (shMVa2) comparadas com
células controle (shCTRL) coradas com MitoTracker. A partir da observacdo dos timelapses
nos descobrimos que as células silenciadas para miosina-Va exibiram um nimero reduzido de
eventos de fissdo mitocondrial (Figura 32A e Filme Suplementar 10 e 11). Para isso, 10
timelapses de cada condicdo foram observados, e 0s eventos totais de fissdo de cada condicéo
foram contados e comparados. O mesmo foi feito nas células KO para miosina-Va, elas também
foram coradas com MitoTracker e utilizadas para experimentos de timelapses. Concordante
com o visto nas células silenciadas, as células KO também apresentaram um numero total de
eventos de fissdo reduzidos, quando comparados com células controle (Figura 32B e Supl.
Filme 12 e 13). A partir deste experimento, podemos inferir com mais propriedade que a
miosina-Va € necessaria para manutencdo dos eventos de fissdo, ja que a sua falta leva a uma

diminuicdo deste evento.
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Figura 32. A deplecdo da miosina-Va leva a uma diminuicdo dos eventos de fissdo mitocondrial. A. Nimero
de eventos de fissdo de células A375 silenciadas miosina-Va (shMVa2) em comparagdo com celulas de controle
(shCTRL), videos representativos sdo mostrados no material suplementar. Os dados sdo média £ DP Teste t ndo
pareado, **** P <0,0001 (n=10 células para cada condicdo). B. NUmero de eventos de fissdo de células A375
nocauteadas para miosina-Va (MYO5AKO4 e MYOS5A KO5) em comparacdo com celulas WT, videos
representativos sdo mostrados no material suplementar. Os dados sdo média £ DP One-way anova, **** P <0,0001
(n=10 células para cada condicao).

4.13. A deplecdo da miosina-Va leva a menores taxas de consumo de oxigénio

Tendo em vista que alteracdes da morfologia mitocondrial comumente se traduzem em
alteracdes metabdlicas (Mishra and Chan, 2016), nos decidimos analisar se a deplecdo da
miosina-Va causava alguma alteracdo nas taxas de consumo de oxigénio (OCR) das células,
utilizando o analisador Seahorse. Para isso, nos utilizamos as células A375 WT e A375 MYO5A
KO, e os fibroblastos nulos para miosina-Va e os fibroblastos normais como controle. As taxas
de OCR nas células A375 MYO5A KO foram menores do que nas células WT (Figura 33A e
33B). Consistentemente, as taxas de OCR dos fibroblastos humanos nulos para miosina-Va
também foram mais baixas quando comparadas aos fibroblastos normais (Figura 33C e 33D).
As taxas de OCR mais baixas observadas também refletem em menores niveis de producdo de

ATP ligado ao consumo de oxigénio por essas células (Figura 33E e 33F).
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Figura 33. As células depletadas para miosina-Va apresentam menores taxas de consumo de oxigénio
(OCR). Tracos representativos de oxigrafo de alta resolucdo (Seahorse — Cell Mito Stress Kit) mostrando a
atividade respiratéria das células A. A375 WT e A375 MYO5A KO, e de C. Fibroblastos humanos normais e
fibroblastos humanos nulos para miosina-Va. As setas indicam a adigéo de 1,5 pg/mL de oligomicina, 1 pM de
FCCP e 0,5 pg/mL de antimicina A (AA) usados para determinar os estados respiratorios: basal, vazamento de
prétons, respiracdo maxima e respiragao residual (Rox). Os graficos de barras mostram a média dos estados: basal,
vazamento de prétons e respiracdo méaxima para as células B. A375 WT e A375 MYO5A KO e D. Fibroblastos
humanos normais e fibroblastos humanos nulos para miosina-Va. Os dados sdo média + DP. Os dados foram
analisados usando 2-way ANOVA, *** P <0,0002, **** P <0,0001 (n = 3 experimentos independentes).

Devido a esse motivo, nos decidimos também analisar o conteldo das proteinas
constituintes dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial através de um western blot.
Observamos que ndo ha diferencas significativas nestas proteinas quando comparamos células

A375 MYO5AKO e células controle (Figura 34). Portanto, podemos concluir que as mudangas
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observadas nas taxas de OCR das células nulas para miosina-Va ndo sdo devidos a uma menor
expressao das proteinas componentes da cadeia respiratoria, e provavelmente sdo devidas a
outros efeitos globais da célula.

WT MYOS5A MYO5A

KO4 KO5
190kDa- u— MVa
S4kDa- s S S V-ATPSA
48kDa- lll-UQCRC2
29kDa- e e e 1I-SDHB

22/18KDa- i - —  [V-COX Il
-NDUFBS

37kDa- S—— S GAPDH

18KDa- . e . TOM20

Figura 34. O nocaute da miosina-Va nao altera as proteinas da cadeira respiratéria mitocondrial. Western
blots contendo lisado total de células A375 WT e MYO5A KO marcados com anticorpos anti-Cabeca-Miosina-Va,
anti-TOM20, anti-GAPDH como normalizador de carga proteica, e com um coquetel anti-OXPHOS, que marca
as proteinas ATP5A (complexo V), UQCRC2 (Complexo I11), SDHB (Complexo I1), COXII (Complexo 1V) e
NDUFB8 Complexo 1), respectivamente, de acordo com o peso molecular de cada uma.

4.14. As células nocaute para miosina-Va ndo apresentam diferencas nos

niveis de acidificacdo extracelular

Ainda investigando as diferencas metabolicas geradas pela delecdo da miosina-Va nas
células A375, nos analisamos os niveis de acidificacdo extracelular (ECAR) das células A375
MYOS5AKO e A375 WT utilizando também o analisador Seahorse (Figura 35A). A conversao
de glicose para piruvato no citoplasma das células libera lactato, o que resulta na liberacédo de
protons para 0 meio extracelular, gerando uma acidificacdo. Este experimento mede a
acidificacdo do meio extracelular das células, e uma das principais fontes dessa acidificacdo
provém do metabolismo da glicose. Observamos que ndo ha diferencas dos niveis ECAR das
células A375 MYO5AKO quando comparadas com as células controle A375 WT. Analisamos

também a captagdo de glicose (Figura 35B) e a secrecédo de lactato (Figura 35C) utilizando um
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kit diferente, e obtivemos resultados consistentes. Novamente, ndo houve diferencgas
significativas entre as células A375 MYO5AKO e A375 WT.
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Figura 35. O nocaute da miosina-Va ndo muda os niveis de acidificacao extracelular. A. Niveis de ECAR em
células A375 WT e A375 MYO5A KO medidos utilizando o equipamento Seahorse - Glycolysis Stress Test Kit,
mostrando o nivel de acidificacdo extracelular. As setas indicam a adicdo de 10mM de glicose, 1 uM de
oligomicina e 50mM de 2-DG. B. Quantificagdo da captacdo de glicose, C. quantificacdo da secrecdo de lactato
em células A375 WT e A375 MYO5A KO. Os valores representam a média + D.P. de trés experimentos diferentes.

4.15. A deplecdo da miosina-Va altera propriedades tumorigénicas das células
A375

Pensando nos efeitos que o nocaute da miosina-Va poderia causar nas propriedades
tumorais das células de A375, nos realizamos alguns ensaios funcionais para avaliar esta
questdo. Observamos que a capacidade proliferativa das células MYO5AKO ndo foi alterada
(Figura 36A), quando comparadas com a proliferacdo das células controle, durante o tempo de

realizacdo do ensaio. J& quando realizamos um ensaio clonogénico, que analisa a capacidade
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que uma célula tem de isoladamente sobreviver e proliferar, e desse modo, gerar colénias;
vimos que ha uma reducdo da quantidade de colbnias geradas pelas células MYO5AKO, quando
comparadas com as células controle (Figura 36B). Para analisar o processo migratorio das
células, realizamos o ensaio de wound healing no qual avaliamos o fechamento da “ferida”, ou
seja, a migracao das células das bordas em dire¢do ao centro. Observamos na Figura 36C que
as células MYO5AKO, principalmente no tempo de 48 horas, foram menos eficientes do que as
células controle no fechamento da ferida.

Sendo que a célula A375 possui a mutacdo BRAFV600E, nés decidimos também
acompanhar a viabilidade das células A375 MYO5AKO e A375 WT tratadas com concentracfes
crescentes de Vemurafenib (0,001 - 100uM), um inibidor seletivo da proteina mutada
BRAFV600E, ja utilizado na clinica para tratamento de melanoma. Apos 72 horas de
tratamento, observamos que as celulas A375 WT apresentaram um IC50 de 0.1805 uM,
enquanto as células MYO5A KO4 e KO5 apresentaram o IC50 de 0.154 uM e 0.0885 puM,
respectivamente. Esse dado € indicativo que as células MYO5A KO tém uma maior
sensibilidade a esta droga (Figura 36D), corroborando com nossos dados e indicando que a falta
da miosina-Va leva a uma diminuicdo das propriedades malignas das células de melanoma, e
um possivel mecanismo para estes achados € o fato de ha alteracbes na morfologia e funcéo

mitocondriais.
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Figura 36. O nocaute da miosina-Va altera propriedades tumorigénicas das células de melanoma A375. A.
Proliferacdo relativa das células A375 WT e MYO5A KO em diversos tempos. Os valores representam a
absorbancia (540nn) de cada tempo normalizada com o tempo zero. O grafico representa a média = SD de 3
réplicas bioldgicas. 2-way ANOVA. B. Ensaio clonogénico das células A375 WT e MYO5A KO ap6s 8 dias de
cultivo em condi¢Bes normais, imagens representativas de 3 experimentos independentes. C. Representacao
grafica da contagem de coldnias pertencentes ao experimento mostrado em B. As col6nias foram contadas no
ImageJ. O grafico representa a média + SD de 3 experimentos independentes. One-way ANOVA. D. Ensaio de
Wound Healing nas células A375 WT e MYO5A KO avaliadas na hora da realizagdo da ferida e apds 24h e 48h
para medir o grau de migracdo das células. E. Representacdo gréafica da area da ferida (inversamente proporcional
a migracdo celular) referente ao experimento mostrado em D. O gréfico representa a média + SD de 3 réplicas
bioldgicas. 2-way ANOVA. F. Viabilidade das células A375 WT e MYO5A KO apds tratamento com
concentracdes crescentes (0,001 a 100uM) de Vemurafenib por 72h. A viabilidade foi medida através da redugéo
de resazurin, que foi utilizado a uma concentragao final de 700 uM. Os dados s&o a média + SD de 2 experimentos
independentes. 2-way ANOVA.



84

5. Discussao

Tem se tornado evidente que a compreensdo dos mecanismos moleculares que regulam
a dindmica mitocondrial é fundamental para entendermos como morfologia e funcéo
mitocondrial se relacionam. A morfologia mitocondrial é mantida por ciclos de fusao e fissao,
eventos cruciais para a célula, e que contribuem para o controle de qualidade das mitocéndrias
e decisdes do destino celular. Elucidar como esses eventos sao regulados, do ponto de vista
molecular e bioldgico, representa um passo crucial para a compreensao de inimeras doencas
humanas, como doencas neurodegenerativas, neuropatias genéticas e cancer. Nos Ultimos vinte
anos, um grande progresso foi feito na identificagdo de componentes centrais e de fatores
regulatorios das maquinarias envolvidas na dindmica mitocondrial. Tivemos desde a
identificacdo da participacdo do citoesqueleto de actina na fissdo mitocondrial (Hatch et al.,
2014) até a descoberta do controle da dindmica mitocondrial de acordo com 0s ritmos
circadianos (Schmitt et al., 2018). E notavel que a descoberta de novos componentes celulares
gue regulam esses eventos estd em constante evolucdo, e que continuard nos proximos anos
com o desenvolvimento de novas tecnologias de microscopia e ferramentas genéticas.

Tendo este contexto em vista, e sabendo da importancia do citoesqueleto nas funcdes
mitocondriais, surgiu o interesse de analisar se a miosina-Va teria alguma relacdo com a rede
mitocondrial. Sabemos que a miosina-Va é uma proteina ubiquamente expressa e dispersa por
toda célula, mas a partir da nossa observacdo de que a miosina-Va possui uma localizacédo
mitocondrial, demonstrada tanto por experimentos de microscopia confocal e de super-
resolucdo (Figura 4), quanto por experimentos bioquimicos (Figura 5), nos postulamos que a
miosina-Va teria um papel com relacdo a mitocondria. Interessantemente, o grau de
colocalizacdo visto aqui é consistente com o observado anteriormente por nosso grupo em
células de melanoma usando a técnica de coloracdo com particulas de ouro, em microscopia
eletrénica (Nascimento et al., 1996).

Sendo assim, neste estudo nos focamos na compreensdo do papel mecanicista da
miosina-Va no processo de fissdo mitocondrial, e uma das nossas principais descobertas foi a
demonstracdo de que a miosina-Va interage com a proteina mitoSpirel por meio de seu dominio
da cauda e é recrutada por mitoSpirel para a MME. E importante ressaltar que mitoSpirel é
uma isoforma com localizacdo mitocondrial da proteina Spirel, e que as proteinas Spirel séo
nucleadoras de actina. A mitoSpirel, especificamente, esta envolvida na fissdo mitocondrial e

atua na nucleacgdo de actina da mitocondria em direcdo ao RE, o que favorece a formacao de
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sitios de pré-constricdo na membrana mitocondrial (Manor et al., 2015). Nossos dados mostram
que a miosina-Va interage com mitoSpirel e que a superexpressdo de mitoSpirel aumenta a
localizagdo da miosina-Va nas mitocondrias, tanto quando analisamos a superexpressao da
miosina-Va exdgena, com tag GFP (Figura 7), como quando analisamos a miosina-Va
enddgena (Figura 9). Corroborando nossos dados, ja foi demonstrado que as isoformas néo
mitocondriais de Spirel interagem com os motores da miosina-V (Pylypenko et al., 2016).
Ainda mais recentemente, foi mostrado que a interacdo entre miosina-Va e mitoSpirel também
esta envolvida na ancoragem e posicionamento da mitocéndria nas células (Straub et al., 2020).
A partir da confirmacdo desta interacdo e tendo em vista o papel da mitoSpirel na fisséo
mitocondrial, nds direcionamos a nossa hipdtese para a investigacdo de um possivel papel para
miosina-Va na fissdo mitocondrial.

Ja foi demonstrado que a miosina-Va é superexpressa em células de melanoma
metastatico, além de ser requerida para a sobrevivéncia independente de ancoragem, migracao
e invasao destas celulas (Alves et al., 2013). Sabendo desta importancia da miosina-Va em
melanoma, e sabendo também da importancia da mitocondria em varias caracteristicas do
cancer, como a regulacdo da morte celular programada, regulacdo do metabolismo, inflamacao,
instabilidade gendmica e migracdo (Hanahan and Weinberg, 2011; Giampazolias and Tait,
2015), nos decidimos ir mais a fundo no papel mitocondrial da miosina-Va em células de
melanoma. Para isso, nos escolhemos a linhagem celular de melanoma metastatico humano
A375 que abriga uma mutacdo BRAFV600E e, devido a essa mutacdo, possui mitocondrias
predominantemente fragmentadas, o que as torna um modelo Util para a compreensdo da
dindmica mitocondrial no contexto do cancer (Abildgaard and Guldberg, 2015; Kashatus et al.,
2015). Também vale a pena ressaltar que as células de melanoma exibem expressdo do gene
MYO5A relativamente alta (Alves et al., 2013) e, portanto, fornecem uma oportunidade Unica
para estudar as fung6es da miosina-Va.

O alongamento mitocondrial desencadeado pelo silenciamento (Figura 11) e nocaute
(Figura 14) de miosina-Va em células de melanoma A375 é consistente com 0 aumento relatado
anteriormente no tamanho mitocondrial ap6s o silenciamento da miosina-Va em neurénios
(Pathak et al., 2010). Interessantemente, nds expandimos nossas analises e observamos que
fibroblastos provindos de um paciente portador da Sindrome de Griscelli tipo I, ou seja, um
fibroblasto nulo para MYO5A, também possui mitocéndrias alongadas quando o comparamos
com um fibroblasto provindo de um doador saudavel com idade e sexo pareados (Figura 15).

Esta observacdo sugere que o papel mitocondrial da miosina-Va pode ser extrapolado para



86

celulas ndo tumorais, e que possivelmente, a relagdo que entre miosina-Va e a morfologia
mitocondrial n&o é restrita as células tumorais.

Corroborando o alongamento mitocondrial demonstrado por microscopia confocal, nds
também observamos mudancas na ultraestrutura mitocondrial compativeis com mitocondrias
com maior area e perimetro (Figuras 17 e 18), sob analise por microscopia eletronica. Além
disso, na analise da ultraestrutura mitocondrial, nés observamos que h4 uma menor superficie
de contato entre a mitocondria e 0 RE tanto nas células silenciadas quanto nas células KO para
miosina-Va. Sabendo que os contatos entre mitocondria e RE s&o de extrema importancia para
marcar 0s pontos de fissdo, e para desencadear a fissdo propriamente dita (Friedman et al.,
2011; Chakrabarti et al., 2018), a diminuicdo da area de contato entre essa duas organelas pode
ser o evento causal do alongamento mitocondrial visto aqui nas células depletadas para miosina-
Va. Porém, ndo podemos deixar de ressaltar que apenas essa metodologia utilizada aqui,
microscopia eletronica, é falha para definir o contato entre essas duas organelas tdo dindmicas,
e que novas analises sdo necessarias para gerarem conclusdes definitivas sobre este tema.

A demonstracao de que os transcritos das outras duas miosinas da classe V, miosina-Vb
e miosina-Vc, tem uma expressdo muito baixa em células A375, em relacdo ao transcrito da
miosina-Va ja era esperado (Figura 19). Sabemos que a miosina-Va é predominantemente
expressa em tecidos de origem neural, ja a miosina-Vb é dispersa por outros tecidos, exceto
tecidos neurais, e a miosina-Vc € predominante em tecidos epiteliais e glandulas exdcrinas
(Velvarska and Niessing, 2013). Sendo assim, também seria esperado que as miosina-Vb/Vc
tivessem pouca ou nenhuma influéncia na morfologia mitocondrial das células A375. A partir
da observacdo que o silenciamento da miosina-Vb, ou da miosina-Vc, ou de ambas miosina-
Vb/Vc concomitante ao nocaute da miosina-Va também ndo altera significantemente a
morfologia mitocondrial (Figura 20), nos leva a concluir que a miosina-Va ndo sofre
redundancia funcional em relacdo a sua funcdo moduladora da morfologia mitocondrial.
Entretanto, esse dado abre espaco para estudo da influéncia da miosina-Vb e miosina-Vc em
células que possuem uma maior expressdo dos genes MYO5B e MYO5C em detrimento do
MYOS5A.

Dados recentes da literatura mostram que os locais de replicacio do mtDNA
influenciam na fissdo mitocondrial, sendo que os pontos de contato entre a mitocéndria e 0 RE
marcariam os locais de replicagdo do mtDNA e subsequente fissdo mitocondrial (Lewis et al.,
2016). Tendo em vista o alongamento mitocondrial gerado pela deplecédo da miosina-Va nas

celulas A375 e sabendo que mudancas na morfologia mitocondrial podem estar relacionadas a
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mudancas na estrutura dos nucledides de mtDNA (Ashley and Poulton, 2009; Lewis et al.,
2016), nos também analisamos a morfologia dos nucleidides de mtDNA nas células A375
MYO5A KO (Figura 21). Os nucledides de mtDNA nada mais sdo do que estruturas compostas
pelo mtDNA compactado por complexos de nucleoproteinas associadas. A proteina TFAM é o
principal fator responsével pelo empacotamento do mtDNA em nucledides, e também é
essencial para o inicio da transcricdo do mtDNA (Kukat and Larsson, 2013). Interessantemente,
nds observamos que os nucledides tem uma &rea e volume reduzidos nestas celulas, porém, sem
mudancas no numero total de nucledides.

Também ndo observamos mudancas no nimero de copias de mtDNA entre células A375
MYO5A KO e A375 WT (Figura 23). A auséncia de alteragdes no nimero de nucledides de
mtDNA é concordante com a quantificacdo do numero de copias de mtDNA. Por sua vez,
nossas observacOes sdo consistentes com o0s dados da literatura que mostram que,
frequentemente, cada nucledide contém uma copia de mtDNA (Kukat and Larsson, 2013). Isso
nos levanta hipdteses de que a replicacdo do mtDNA estda mantida nas células A375 MYO5A
KO, mas que a organizacdo e a estrutura do nucleoide esta prejudicada.

Quando analisamos a expressao de proteinas relacionadas a dindmica mitocondrial néo
encontramos diferencas significativas entre as células silenciadas para miosina-Va e células
controle (Figuras 24 e 25). Isso demonstra que os efeitos gerados pela falta da miosina-Va na
morfologia mitocondrial ndo ocorrem por alteracdes na expressdo de proteinas chave da
dinamica mitocondrial. Mas quando analisamos a localizacao de tais proteinas em relacdo a
rede mitocondrial vimos que ha uma menor localizacdo mitocondrial de Drpl, pDrp1(S616) e
Mfnl em células silenciadas. E dificil afirmar se essas diferencas implicam realmente em
mudancas na rede mitocondrial, porém é sabido que uma deficiéncia no recrutamento de tais
proteinas interfere nos processos da dinamica mitocondrial (Westermann, 2010). Portanto,
trabalhamos com a hipdtese de que a miosina-Va poderia estar envolvida nesses processos
direta ou indiretamente. Apenas Mfn2 apresentou uma localizacdo aumentada na rede
mitocondrial em células silenciadas para miosina-Va. Este dado pode ser interessante, porque
Mfn2, ao contrario de Mfnl, esta relacionada também a manutencdo do contato entre as
membranas da mitocondria e do RE, 0 que é importante para diversas funcfes destas organelas
(Schrepfer and Scorrano, 2016).

Dados os resultados de nossos experimentos com ionomicina, € interessante considerar
que a atividade da miosina-Va é dependente do célcio (Nascimento et al., 1996; Lu et al., 2006;

Hammer and Wagner, 2013). Entre outros mecanismos, foi demonstrado que a miosina-Va se
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associa ao RE, se liga aos canais do receptor de célcio da rianodina na membrana do RE, além
de também responder ao célcio derivado do RE associando-se a vesiculas e direcionando-as
para locais especificos (Wada et al., 2016). A possivel diminuicdo do contato entre RE e
mitocdndria, observada nas células depletadas para miosina-Va, também é consistente com um
papel desencadeado por célcio para a miosina-Va na interface entre RE e mitocéndria. Sabemos
que a regulacdo do célcio é de extrema importancia para a fissdo mitocondrial, sendo que é
responsavel por aumentar a polimerizacdo da actina ao redor da mitocondria, e actina age
também recrutando Drpl e induzindo assim a fissdo mitocondrial (Wales et al., 2016;
Chakrabarti et al., 2018).

Observamos que ha um aumento da localizacdo da miosina-Va na rede mitocondrial
apos estimulo com ionomicina (Figuras 26 e 28). Além disso, o aumento da localizagéo
mitocondrial de miosina-Va € acompanhado da presenca da proteina Drpl (Figura 28). O
aumento da localizacdo mitocondrial de Drpl era esperado, e foi de extrema importancia a
constatacdo da presenca da miosina-Va coexistindo com a maquinaria de fissdo. Juntos, esses
achados sugerem que a miosina-Va ajuda a regular a fissdo mitocondrial, respondendo ao calcio
citoplasmatico local, provavelmente sendo tambem atraida pelo aumento da polimerizacéo de
actina na membrana mitocondrial.

Posteriormente, nos analisamos o efeito que a falta da mitoSpirel geraria na localizacao
da miosina-Va nos sitios de fissdo mitocondrial. Observamos que, de fato, células KO para
mioSpirel apresentam um recrutamento diminuido de miosina-Va para os locais de fissao
mitocondrial (Figura 27), demostrando a importancia da mitoSpirel como um recrutador e
regulador da atividade da miosina-Va na rede mitocondrial. Observando que a mitoSpirel é
importante para localizacdo mitocondrial da miosina-Va, decidimos analisar se a mitoSpirel
também seria importante para localizacdo da Drpl nos pontos de fissdo mitocondrial, levando
em consideracdo que a polimerizacdo de actina na membrana mitocondrial € um importante
fator de recrutamento e maturagdo da Drpl (Jiet al., 2015; Hatch et al., 2016). Porém, as células
KO para mitoSpirel ndo apresentaram diferencas no recrutamento de Drpl (Figura 29),
demonstrando que provavelmente o recrutamento da Drpl ndo é afetado pela mitoSpirel, ou
pela miosina-Va, ja que a miosina-Va apresenta um menor recrutamento para mitocondria na
auséncia da mitoSpirel.

Curiosamente, outros trabalhos ja mostraram que as proteinas da familia Spire
interagem com as proteinas da familia de miosina-V, inclusive com a miosina-Va, para regular

a motilidade das vesiculas. Interessantemente, esses trabalhos sugerem que ha também uma
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interacdo de ambas proteinas Spirel e miosina-Va com a Rablla (Pfender et al., 2011;
Pylypenko et al., 2016). Tendo esse contexto em mente nés também analisamos a localizago
da Rablla juntamente com a miosina-Va nas células KO para mitoSpirel. Observamos que a
localizacdo da Rablla é extremamente similar a localizacdo da cauda da miosina-Va (Figura
30), e que as duas proteinas estdo frequentemente juntas nos pontos de fissdo mitocondrial
(Figura 31). Assim como ocorre com a miosina-Va, o KO da mitoSpirel também diminui a
localizagdo de Rablla nos pontos de fissdo mitocondrial.

Dados da literatura j& mostraram a presenca da Rablla nos pontos de fissdo
mitocondrial (Landry et al., 2014), mas os mecanismos moleculares da agdo da Rablla na
fissdo mitocondrial ndo foram elucidados. Nés demonstramos aqui que a falta da mitoSpirel
leva a um distanciamento de ambas Rabl1a e miosina-Va da rede mitocondrial. Isso indica que
a presenca da mitoSpirel é necessaria para o recrutamento da Rablla e da miosina-Va para 0s
pontos de fissdo mitocondrial. A interacdo direta entre miosina-Va e mitoSpirel demonstrada
aqui, juntamente com a interacdo com Rabl1a, é evidéncia para a formacdo de um complexo
tripartite entre miosina-Va, mitoSpirel e Rablla que agem em prol da fissdo mitocondrial. A
formacdo deste complexo também ocorre com a isoforma ndo mitocondrial da Spirel, como é
0 caso em que ha uma regulacéo conjunta de miosina-Va/Spirel/Rablla na divisdo assimeétrica
de odcitos em celulas de camundongos (Pfender et al., 2011), e as regides moleculares de
interacdo desse complexo ja foram caracterizadas (Pylypenko et al., 2016). Nossos dados, em
conjunto com evidéncias da literatura, sugerem um mecanismo molecular conservado pelo qual
as proteinas miosina-Va, Rab GTPase, e as proteinas reguladoras da actina cooperam para
regular a dindmica das organelas ligadas a membrana.

Interessantemente, a Rablla esta principalmente localizada nas membranas do trans-
Golgi, de vesiculas p6s-Golgi e em endossomos de reciclagem (Welz and Kerkhoff, 2019).
Recentemente, foi mostrado que a fissdo mitocondrial depende da entrega do fosfatidilinositol
4-fosfosfato (PI1(4)P) em vesiculas do trans-Golgi para os sitios de contato entre RE-
mitocéndria e para os sitios de fissdo mitocondrial, sendo que vesiculas contendo PI(4)P
também colocalizam com Drpl nos sitios de fissdo mitocondrial (Nagashima et al., 2020).
Proteinas envolvidas na sintese de P1(4)P também estdo envolvidas nesse processo, como a
ARF1 que regula a producéo de PI(4)P através da fosfadidilinositol 4-quinase I1IJ (PI4Kp). Foi
demonstrado que delecdo dessas proteinas que regulam a producdo de PI(4)P levam a um
elongamento mitocondrial, mas ndo prejudicam o recrutamento de Drpl (Ackema et al., 2014;

Nagashima et al., 2020), similar ao que acontece nas nossas células nulas para mitoSpirel. 1sso
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é consistente com um papel do complexo miosina-Va/mitoSpirel/Rablla posterior ao
recrutamento de Drpl, nos estagios finais da fissdo mitocondrial.

Por fim, nds constatamos que o alongamento mitocondrial causado pela deplecdo da
miosina-Va é realmente devido & uma menor ocorréncia de eventos de fissdo mitocondrial
nestas células (Figura 32). O que nos leva a concluir que a miosina-Va tem uma importancia na
ocorréncia dos eventos de fissdo de mitocondrial. A partir deste contexto, nds analisamos a
funcdo metabdlica mitocondrial das células A375 MYO5A KO e WT (Figuras 33 e 34). Na
literatura é descrito que, frequentemente, um fen6tipo de alongamento mitocondrial, resultante
da diminuicéo dos eventos de fissdo mitocondriais, gera um aumento das taxas de consumo de
oxigénio, significando um aumento do metabolismo oxidativo mitocondrial (Mishra and Chan,
2016). Esses dados séo baseados principalmente em experimentos realizados com células nulas
ou silenciadas para Drpl (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et al., 2015). Porém, quando nés
analisamos as taxas de consumo de oxigénio das células A375 MYO5A KO e também dos
fibroblastos nulos para miosina-Va derivados de um paciente com sindrome de Griscelli-tipo 1
(Figura 33), nos observamos que as celulas depletadas para miosina-Va apresentam menores
taxas de consumo de oxigénio, quando comparadas com células controle. Consistentemente,
esses resultados corroboram com dados da literatura que mostram que ratos nulos para miosina-
Va também apresentaram atividade enzimatica do complexo respiratorio | e IV prejudicada
(Landrock et al., 2018), o que também é consistente com taxas de OCR mais baixas observadas
nas células A375 MYO5A KO e nos fibroblastos humanos nulos para miosina-Va. Nossos
resultados séo indicativos que nem sempre mitocondrias mais alongadas s@o condizentes com
aumento da fosforilacdo oxidativa mitocondrial.

A reducdo no consumo de oxigénio nos fez aventar a hipdtese de que provavelmente
haveria danos nos componentes da cadeia respiratoria, porém, quando analisamos esses
componentes através de um western blot ndo foi possivel observar diferencas na expressao de
tais proteinas (Figura 34). Apesar deste resultado, novos experimentos serdo necessarios para
determinar a atividade enzimatica dos complexos da cadeia respiratoria mitocondrial. Menores
taxas de consumo de oxigénio poderiam significar uma diminuicdo no consumo glicolitico e
producdo de lactato pelas células (Kashatus, 2018), porém ndo observamos diferencas nesses
metabolitos nas células A375 MYO5A KO (Figura 35), o que mais uma vez pode significar que
as menores taxas de consumo de oxigénio observadas aqui ndo sdo devidas a disponibilidade
de nutrientes, e sim, a alteracfes enzimaticas dos componentes da cadeia respiratoria.

E importante também considerar que nds observamos um menor contato entre o RE e a
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mitocdndria (Figuras 17 e 18), o que pode implicar em uma homeostase de célcio mitocondrial
prejudicada. A atividade mitocondrial € dependente do calcio captado através do RE, e essa
transferéncia ocorre unicamente nas regides de contato entre RE e mitocondria (Phillips and
Voeltz, 2016). A captacdo de calcio pela mitocondria é especialmente importante para
estimulacdo do ciclo do éacido tricarboxilico, resultando em uma maior producdo de energia,
além de também agir na regulacdo da fissdo da MMI, e na regulacdo de programas de morte
celular (Chakrabarti et al., 2018; Nemani et al., 2018).

Um outro fator importante a ser considerado, é a transferéncia de lipidios que ocorre
entre 0 RE e a mitocdndria. Enzimas que coordenam a sintese da maioria dos fosfolipideos
celulares estdo localizadas em ambas membranas mitocondriais e reticulares (Horvath and
Daum, 2013). Como € o caso da fosfatidilserina que € sintetizada no RE e pode ser alterada pela
enzima fosfolipidio sintase, localizada na mitocondria, para geracdo da fosfatidiletanolamina,
que por sua vez é convertida a fofatidilcolina por enzimas localizadas no RE. Além disso, o
acido fosfatidico que é percursor da cardiolipina, um lipideo de grande importancia na
composicao das membranas mitocondriais, € sintetizado pelo RE e transferido para mitocondria
para modificacfes (Wu et al., 2018). Todas essas transferéncias lipidicas ocorrem por meio dos
contatos entre as membranas da mitocondria e do RE, que se mostrou diminuida nas células
depletadas para miosina-Va. As membranas mitocondriais possuem composicdes Unicas de
fosfolipideos, que sdo responsaveis pelos seus formatos caracteristicos. O desequilibrio nas
quantidades de qualquer um desses lipideos causa prejuizos para integridade morfoldgica e
funcional da mitocéndria. Ja foi demonstrada que a deficiéncia de fosfatidiletanolamina, por
exemplo, leva a uma diminuicdo da capacidade respiratoria mitocondrial e menor producédo
energética (Horvath and Daum, 2013). Esses fatos abrem novas possibilidades para estudo do
mecanismo pelo qual a falta da miosina-Va leva a uma diminuicao da capacidade oxidativa das
células e devem ser investigados no futuro.

Levando em consideracdo que as células de melanoma metastatico humano A375
possuem a mutacdo BRAFV600E, que desencadeia a ativacdo constitutiva da via de MAPK,
uma via envolvida na proliferacdo e sobrevivéncia celular ndés também realizamos alguns
ensaios funcionais para avaliar os efeitos que do KO da miosina-Va nas propriedades
tumorigénicas das células A375 (Figura 36). A partir da nossa observacéo que as células A375
MYO5A KO possuem menores taxas de consumo de oxigénio, e sabendo que tanto as taxas
proliferativas quantos migratdrias podem responder as capacidades bioenergéticas das células

(Kashatus, 2018), nds analisamos a taxa proliferativa e a capacidade de geracdo de colonia das
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celulas MYO5A KO. Apensar de ndo termos observado mudangas nas taxas proliferativas, nos
observamos uma menor capacidade de formacdo de colbnias. Esse dado sugere uma maior
dificuldade de sobrevivéncia independente de contato célula-célula das células KO para
miosina-Va. Além disso, também observamos menores taxas migratorias nas células MYO5A
KO, o que pode ser diretamente relacionado com uma menor producdo de ATP, sendo que 0s
processos migratérios sdo tdo dispendiosos energeticamente paras as células. Por outro lado,
evidéncias prévias do nosso grupo mostram também um papel para miosina-Va diretamente na
desmontagem das adesdes focais, por um mecanismo ainda ndo esclarecido (Raméo and
Espreafico, 2014; Zenzen and Espreafico, 2019). Interessante notar que pode haver uma
conexdo entre o papel da miosina-Va na regulacdo do metabolismo mitocondrial e a
desmontagem das adesGes focais, uma vez que ja foi descrito que a rede mitocondrial se
acumula na frente migratéria da célula, onde ha uma intensa remodelacao da rede actina e alta
demanda energética (Zhao et al., 2013; Kashatus, 2018). Os processos de desmontagem das
adesdes necessitam de altos niveis de ATP, e a menor capacidade de producéo energética das
células nulas para miosina-Va mostrado aqui pode dificultar esses processos.
Interessantemente, foi demonstrado também que had uma fragmentacdo mitocondrial das
mitocéndrias presentes na frente migratoria da célula (Zhao et al., 2013). A dificuldade, ou até
inabilidade, que as células depletadas para miosina-Va tem de se fragmentar tambeém pode ser
outro fator interferente do processo migratorio.

Analisamos também a viabilidade celular frente ao tratamento com a droga vemurafenib
(PLX 4032), que é um inibidor seletivo para proteina BRAF mutada na posicdo V600E.
Observamos que as células A375 MYO5A KO apresentaram viabilidade ligeiramente menor
quando tratadas com Vemurafenib, em comparacdo com as células WT (Figura 36). Apesar de
significativo, consideramos a diferenca irrisoria, e esse dado precisara ser investigado com
maiores detalhes, alterando-se as condi¢fes de nutrientes e outros estimulos, como a privacao
de soro fetal no meio de cultura, e a privacdo da adesdo celular a partir do cultivo em suspenséo
durante o tratamento. Entretanto, mais uma vez, esse dado nos levanta questbes para
investigacdo futura. Uma vez que o Vemurafenib é capaz de induzir um aumento da fosforilagcdo
oxidativa mitocondrial (Kashatus et al., 2015; Serasinghe et al., 2015) se confirmarmos uma
alteracdo na sensibilidade das células MYO5A KO ao Vemurafenib podera ser um indicativo de
menor capacidade das células nulas para miosina-Va de acionar o funcionamento mitocondrial
pleno em situacdo de maior demanda energética, indicando a menor eficiéncia do metabolismo

mitocondrial.



93

Os dados obtidos neste trabalho de tese marcam o inicio de estudos aprofundados sobre
0 mecanismo preciso pelo qual a miosina-Va afeta a morfologia e fungdo mitocondrial. NGs
postulamos que mitoSpirel, Rablla e miosina-Va atuem juntas, formando um complexo
tripartite com a funcdo de promover a fissdo mitocondrial. Ainda é incerto se Rablla é
diretamente recrutada para MME ou se ela vai até a mitocondria através de vesiculas para
reciclagem ou entrega de outros componentes essenciais para fisséo mitocondrial (Figura 37).
Portanto, a falta de uma ou mais dos componentes do complexo miosina-
Va/mitoSpirel/Rablla gera um alongamento mitocondrial que culmina em prejuizo da funcéo
metabdlica mitocondrial. Interessantemente, esses eventos parecem ser globais, independentes
do tipo celular. Porém, no contexto de células tumorais, esses efeitos parecem ser promissores

no sentido de diminuir as propriedades tumorais.

Sitio de fissdo
mitocondrial
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Figura 37. Modelo esquematico da atuacdo do complexo miosina-Va/mitoSpirel/Rablla na fissdo
mitocondrial. mitoSpirel é ligada 8 MME através do seu exdn C (13° exdn). mitoSpirel polimeriza actina em
direcdo ao RE (ndo mostrado) que contribui para pré-contricdo mitocondrial. A miosina-Va é recrutada, através
da mitoSpirel por meio de um dominio conservado de interagdo com a miosina-Va, chamado de GTBM (motivo
globular de ligacdo ao dominio cauda da miosina-V), juntamente com a Rablla para a MME no momento da
fissdo mitocondrial. Ainda é incerto se a Rabl1a € recrutada diretamente ou se através da sua ligagdo com alguma
vesicula. Também ainda é incerto o exato mecanismo de acdo da miosina-Va e da Rablla nos locais de fissdo
mitocondrial. (mitoSpirel: FYVE, magenta; éxonC, verde claro; GTBM, roxo escuro; WH2, azul claro; KIND,
azul escuro. Miosina-Va: cauda globular, alaranjado; coiled-coils, parpura, cauda medial, azul claro; pescogo —
motivos 1Q, amarelo claro; pescogo — sitio de ligacdo de cadeias leves, amarelo escuro; dominio motor, vermelho;
Rablla, verde; Drpl, azul; filamentos de actina em vermelho).
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6. Conclusao

A partir de extensivas analises de microscopia nés identificamos a localizacdo da
miosina-Va na rede mitocondrial, e mais especificamente, nos pontos de fissdo mitocondrial.
Um dos nossos principais achados foi o fato de que a miosina-Va é recrutada para membrana
mitocondrial externa pela proteina mitoSpirel, e que a mitoSpirel é necessaria para presenca
tanto da miosina-Va, quanto da proteina Rablla, nos pontos de fissdo mitocondrial. A partir
destas observacOes, postulamos aqui que mitoSpirel, Rablla e miosina-Va provavelmente
interagem em forma de complexo para promover a fissdo mitocondrial. Através da manipulagédo
da expressé@o do gene MYOSA, utilizando shRNAs e CRISPR, nds identificamos que a deplecao
da miosina-Va leva a um fenétipo de alongamento mitocondrial, consistente com um menor
namero de eventos de fissdo mitocondrial observados nestas células. No contexto tumoral,
vemos que o alongamento mitocondrial acarreta em uma menor fungdo metabdlica
mitocondrial, demonstrado pelas menores taxas de consumo de oxigénio e producdo de ATP
apresentada pelas células A375 MYO5A KO. Ainda no contexto tumoral, a deplecdo da
miosina-Va levou a uma atenuagdo de propriedades relacionadas a malignidade das células
A375. Porém, acreditamos que os efeitos morfologicos e metabolicos mitocondriais causados
pela deplecdo da miosina-Va sejam globais e independentes do tipo celular, ja que tambem
observamos tais mudancas em fibroblastos nulos para miosina-Va, provindos de pacientes com
Sindrome de Griscelli-tipo 1. Por fim, nés concluimos que a miosina-Va é uma proteina
importante para manutencdo da morfologia e metabolismo mitocondrial, a partir da sua

participacdo no processo de fissdo mitocondrial.
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8. Apéndices

Filme Suplementar 1. Video-microscopia Aryscan de super-resolucdo de células A375
coradas com MitoTracker DeepRed (magenta); além de transfectadas com mitoSpirel inteira
(mStb-mitoSpirelFL, vermelho), com o construto da cauda medial globular damiosina-Va
(MGT-GFP, ciano) e ER-BFP (reticulo endoplasmético, amarelo), mostrando a dindmica da

rede mitocondrial e localizagdo dos outros marcadores.

Filme Suplementar 2. Video-microscopia de super-resolucdo Airscan de células U20S
mostrando a localizagdo de MVaFL-GFP (verde) juntamente com a mitocondria corada com
MitoTracker DeepRed em uma condig¢do n&o tratada, como controle, e mostrando a dindmica

da rede mitocondrial e localizagdo de MVaFL-GFP em relagdo a mitocondria.

Filme Suplementar 3. Video-microscopia de super-resolucdo Airscan de células U20S
mostrando a localizagdo de MVaFL-GFP (verde) juntamente com a mitocondria corada com
MitoTracker DeepRed em uma condicdo tratada com ionomicina, e mostrando a dinamica da

rede mitocondrial e localizacdo de MVaFL-GFP em relacdo a mitocondria.

Filme Suplementar 4. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de U20S WT. As
células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas com um construto
da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, verde). O video mostra um local de fissdo

mitocondrial e a localizacdo de MVaFT-GFP relacionada a esse local de fissao.

Filme Suplementar 5. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de U20S
mitoSpirelKO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas
com um construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, verde). O video mostra um

local de fissdo mitocondrial e a localizacdo de MVaFT-GFP relacionada a esse local de fissao.

Filme Suplementar 6. Video-microscopia de super-resolu¢do Aryscan de células U20S WT.
As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas com um
construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Drpl (Drpl-mCherry,
ciano). O video mostra um local de fissdo e a localizacdo de MVaFT-GFP e Drpl-mCherry

relacionadas a esse local de fissao.
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Filme Suplementar 7. Video-microscopia de super-resolu¢cdo Aryscan de células U20S
mitoSpire1KO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas
com um construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Drpl (Drpl-
mCherry, ciano). O video mostra um local de fiss&o e a localizagdo de MVaFT-GFP e Drpl-
mCherry relacionadas a esse local de fisséo.

Filme Suplementar 8. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células U20S WT.
As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas com um
construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Rabl1a (Rab11-mApple,
em ciano). O video mostra um local de fissdo e a localizagdo de MVaFT-GFP e Rab11-mApple

relacionada a esse local de fissdo.

Filme Suplementar 9. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células U20S
mitoSpirelKO. As células foram coradas com MitoTracker DeepRed (magenta) e transfectadas
com um construto da cauda inteira da miosina-Va (MVaFT-GFP, amarelo), e Rablla (Rabl1-
mApple, em ciano). O video mostra um local de fisséo e a localizagcdo de MVaFT-GFP e Rab11-

mApple relacionada a esse local de fissao.

Filme Suplementar 10. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375 sh
CTRL mostrando a rede mitocondrial corada com MitoTracker DeepRed (magenta), mostrando

a dindmica da rede mitocondrial e os eventos de fissao.

Filme Suplementar 11. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375
silenciadas miosina-Va (shMVa2), mostrando a rede mitocondrial corada com MitoTracker

DeepRed (magenta), mostrando a dindmica da rede mitocondrial e os eventos de fissao.

Filme Suplementar 12. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375 WT
mostrando a rede mitocondrial corada com MitoTracker DeepRed (magenta), mostrando a

dindmica da rede mitocondrial e os eventos de fissao.

Filme Suplementar 13. Video-microscopia de super-resolucdo Aryscan de células A375
nocauteadas para miosina-Va (MYO5AKO04 e MYO5A KO5) mostrando a rede mitocondrial

corada com MitoTracker DeepRed (magenta), mostrando a dindmica da rede mitocondrial e 0s
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eventos de fissao.
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Os filmes suplementares se encontram disponiveis online, no link:
https://www.dropbox.com/sh/pc85jrbfi8i8efo/AAB4Y -n7MY gSnhbbvnim2L g8a?dI=0

Figura Suplementar 1. Membranas inteiras dos western blots apresentados no trabalho.
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Western Blots using A375 WT and MYO5A KO cells
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