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RESUMO

ROLDAO, A. P. Vias de sinalizacdo desencadeadas pela ativacdo da TrkA de
Heterocephalus glaber pelo fator de crescimento neural. 2020. 95p. Dissertacao
(Mestrado) - Programa de P6s-Graduagao em Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade
de S&o Paulo, Sdo Paulo.

A nocicepc¢do é caracterizada pela sensacdo de dor aguda captada por neurbnios
periféricos (nociceptores) perante um estimulo nocivo (térmico ou mecéanico).
Nociceptores sdo neurbnios capazes de sensibilizar a dor em individuos através de
cascatas de sinalizacdo desencadeadas por diversos fatores, incluindo-se o fator de
crescimento neural (NGF - nerve growth factor) frente um contexto de injaria ou
inflamacédo. O NGF é um fator neurotréfico que auxilia na manutencao de neurdnios,
ligando-se ao seu receptor de alta afinidade, tropomyosin-related kinase A (TrkA), um
receptor acoplado a uma tirosina quinase. Essa interacédo ativa vias de sinalizacao
relacionadas a sobrevivéncia e prevencdo da apoptose, concomitantemente a
sensibilizacdo de vias de dor através da ativacdo de um canal de cations (transient
receptor potential vaniloid 1 - TRPV1), relacionado a percepc¢éo de dor causada por
calor ou por capsaicina (composto ativo de pimentas). Finalmente, ocorre a
sensibilizacdo dos nociceptores a partir de um potencial de acéo gerado pela ativacéo
de TRPV1, que permite o influxo de cations e despolariza o nociceptor. O rato toupeira
pelado - naked mole rat (NMR) é um roedor africano que possui caracteristicas
fisiologicas a serem estudadas que o levam a condi¢des intrigantes, como extrema
longevidade, resisténcia a cancer e insensibilidade a dor. Estudos recentes indicam
uma menor atividade da TrkA de NMR. Essa baixa eficiéncia afeta diretamente a via
da dor, a medida que a fosforilacdo de proteinas da via da TrkA fica comprometida
pela baixa taxa de ativacdo pela auto-fosforilacdo do receptor e disposicédo reduzida
de sitios de ancoragem de proteinas substratos (que surgem devido a essa ativagao).
E fundamental compreender que mutacdes presentes na TrkA do NMR afetaria as
diferentes vias de sinalizacdo da dor que contribuiriam para a insensibilidade a dor
desse organismo. No total apenas quatro residuos presentes no dominio quinase da
TrkA de NMR sao diferentes da TrkA de rato ou humana sendo que dois desses
residuos estéo presentes apenas na TrkA do NMR. No presente trabalho, através de
mutagénese sitio dirigida substituindo residuos da TrkA de rato por residuos da TrkA
do NMR e avaliando a ativagcao das principais vias de sinalizacao ativadas pela TrkA,
pudemos simular o efeito dos residuos de aminoacidos presentes no NMR inseridos
na TrkA de rato (totalmente funcional). Analisando a fosforilacdo de diferentes
tirosinas auto-fosforiladas pela TrkA pudemos concluir que as mutacfes analisadas
isoladamente (Leu775Cys e Lys728GIn) ndo tiveram a sua fosforilagdo diminuida de
forma significante o que nos levou a analisar a ativacdo de uma das proteinas alvo da
TrkA — PLCy, que teve a sua fosforilagdo diminuida. Essa investigagdo podera servir
de base para avaliar as vias essenciais mediadas pela TrkA que levam a dor
auxiliando a identificacdo de novos alvos e o desenvolvimento de drug leads num
contexto de busca para novos terapéuticos que substituam farmacos analgésicos néo
opioides.

Palavras-chave: dor, sinalizacdo, TrkA, rato toupeira pelado, mutantes, NGF



ABSTRACT

ROLDAO, A. P. Signalling pathways triggered by the activation of Heterocephalus glaber
TrkA with nerve growth factor. 2020. 95p. Masters Thesis - Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo.

Nociception is characterized by the sensation of acute pain captured by peripheral
neurons (nociceptors) upon a noxious stimulus (thermal or mechanical). Nociceptors
are neurons capable of sensitizing pain in individuals through signaling cascades
unleashed by several factors, including the nerve growth factor (NGF) in a context of
injury or inflammation. NGF is a neurotrophic factor that helps in neurons maintenance,
binding to its high-affinity receptor, tropomyosin-related kinase A (TrkA), a tyrosine
kinase coupled receptor. Such interaction activates signaling pathways related to
survival and prevention of apoptosis, simultaneously to pain-related pathways through
the activation of a cation ion channel (transient receptor potential vanilloid 1 — TRPV1),
related to pain perception caused by heat or capsaicin (active compound of peppers).
Finally, the sensitization of nociceptors occurs after an action potential generated by
the activation of TRPV1, which allows cations influx, depolarizing the nociceptor. The
naked mole rat (NMR) is an African rodent whose physiological characteristics still
under investigation leads to intriguing conditions, such as extreme longevity, cancer
resistance and pain insensitivity. Recent studies indicate that NMR TrkA is hipoactive.
This low efficiency directly affects the pain pathway, considering the disruption in the
activation of downstream proteins by the low phosphorylation rate for auto-activation
of the receptor and reduced disposition of anchoring sites of substrates (which arise
due to this activation and autophosphorylation). It is of great importance to understand
which mutations in the NMR’s TrkA would affect different signaling pain pathways that
would contribute to pain insensitivity of this organism. In total, in the kinase domain
only four residues of NMR TrkA kinase domain are different from rat’'s or human’s, of
which two are exclusive of NMR. In the present study, using site-directed mutagenesis
exchanging rat TrkA residues for NMR residues, and evaluating the activation of the
main signaling pathways activated by TrkA, we could simulate the effect of the amino
acid residues present on NMR inserted in rat TrkA (fully functional). Analyzing the
phosphorylation of different tyrosines auto-phosphorylated by TrkA we could conclude
that the analyzed point mutations isolated (Leu775Cys and Lys728GIn) did not lead to
a significantly diminished phosphorylation. This led us to analyze the activation of one
of the TrkA'’s target proteins (phospholipase gamma — PLCy), which showed a reduced
phosphorylation. This investigation could be useful to evaluate essential pathways
mediated by TrkA that leads to pain aiding the identification of new targets and the
development of drug leads on a context of searching for new therapeutic targets that
replace non-opioid analgesics.

Keywords: pain, signalling, TrkA, naked mole rat, mutants, NGF
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1. Introducéo

1.1. Dor e nocicepcgao

Dor é uma sensagdo somatica relacionada a um tipo de desconforto causado
por um fator nocivo, que por sua vez pode ser decorrente de uma lesao tecidual, ou
em presenca de espécies toxicas ou fatores inflamatérios (DUBIN; PATAPOUTIAN,
2010). A Associagdo Internacional para Estudo da Dor (IASP - International
Association for the Study of Pain) classifica a dor como “Uma experiéncia
desagradavel sensorial e emocional associada com um dano tecidual real ou
potencial, ou descrita em termos de tais danos” (IASP, [s.d.]). A regido ou tecido com
inflamagé@o torna-se mais sensivel a estimulos nocivos térmicos e mecanicos,
classificando-se o quadro de hiperalgesia (LEWIN; LECHNER; SMITH, 2014). Outro
fendbmeno comum relacionado a dor inflamatéria € a alodinia, em que estimulos

normalmente nédo dolorosos causam a percepcao de dor (IASP, [s.d.]) (Figura 1.1).
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Figura 1.1. O limiar na percepcdo da dor diminui em um quadro onde ocorre resposta
inflamatoria prévia. Observa-se inicialmente o carater exponencial na sensacao de dor de acordo com
0 aumento na intensidade do estimulo. Em um contexto de hiperalgesia a curva desloca-se para a
esquerda, de modo a diminuir a intensidade do estimulo necesséria para gerar uma intensidade de dor
antes menor. O intervalo que compreende sensacdo de dor em estimulos que pertencem a uma
intensidade in6cua em estado normal caracteriza o quadro de alodinia. Adaptado (LOUW; NIJS;

PUENTEDURA, 2017)

A dor pode ser considerada um mecanismo de defesa porque os individuos
podem evitar a exposicdo a injurias que causam essa sensacao, protegendo-se de
fatores nocivos do ambiente. Em alguns casos de neuropatias hereditarias por
exemplo, individuos que ndo sentem dor comumente relatam casos de automutilacéo,
infeccBes despercebidas e fraturas 0sseas indolores (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010).

A percepcéo da dor sensorial (nociceptiva) acontece pelo processamento dos
estimulos nocivos, como pressao e temperatura elevados, por neurdnios sensoriais
do sistema nervoso periférico (nociceptores), e sua transmissdo para 0 sistema

nervoso central através do ganglio dorsal, dorsal root ganglion (DRG) (DUBIN;
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PATAPOUTIAN, 2010). Os nociceptores sdo neurdnios sensoriais periféricos capazes
de transmitir o estimulo nocivo da regido onde ocorre a injdria até o sistema nervoso
central, cuja primeira sinapse ocorre no corno posterior da medula. Os corpos
celulares dos nociceptores encontram-se na raiz do ganglio dorsal (DUBIN;
PATAPOUTIAN, 2010).

As fibras nervosas que compdem os nociceptores diferem-se quanto ao calibre
da fibra e a presenca ou ndo do revestimento de mielina. Essas caracteristicas
interferem diretamente na velocidade de propagacao do sinal, sendo maior nas fibras
mielinizadas e nas de maior calibre (A3/AB), e menor nas nao mielinizadas e de menor
calibre (fibras C) (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Além disso, diferentes fibras séo
responsaveis por processar diferentes tipos de estimulos nocivos, como mecanicos
ou de extremos de temperatura (quente ou fria). O que permite essa variabilidade no
processamento de sinal é o repertdrio molecular presente nos nociceptores, em que
diferentes moléculas transdutoras sé&o responsaveis por ativacao de vias especificas
a determinado estimulo (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). A nocicepc¢ao, “processo
neurolégico de codificar e processar estimulos nocivos” (DUBIN; PATAPOUTIAN,
2010) é desencadeada pelos estimulos nos nociceptores, normalmente ativada por
um potencial de acdo minimo da transmissdo dos sinais (DUBIN; PATAPOUTIAN,
2010).

A inflamacédo causada em resposta ao tecido lesionado leva a um aumento de
neurotransmissores e fatores de crescimento nessa regiao, dentre eles o nerve growth
factor — fator de crescimento neural (NGF) (HEFTI et al., 2006). Estudos clinicos
realizados em pacientes com estados de dor crénica e aguda em diversas condi¢cdes

dolorosas como artrite, cistite ou dores de cabeca cronicas revelam um nivel elevado
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de NGF (ALOE et al., 1992; HALLIDAY et al., 1998; HEFTI et al., 2006; LOWE et al.,
1997; ODDIAH et al., 1998; SARCHIELLI et al., 2001).

A administracado de NGF em roedores e em humanos levou ao desenvolvimento
de hiperalgesia térmica e mecanica, e a alodinia. Em humanos, encontrou-se um
desconforto ao pressionar-se a area proxima a aplicacdo de NGF (DELLA SETA et
al., 1994; DYCK et al., 1997; HEFTI et al., 2006; LEWIN; RUEFF; MENDELL, 1994).
Estudos animais que dosaram a concentracdo de NGF em situacdes de dor e cuja
administracdo de NGF causava quadros de hiperalgesia confirmaram a importancia
do papel desse fator neurotréfico em vias de dor, assim como sua inibicdo reduzindo

essa sensibilizacao (HEFTI et al., 2006).

1.2. Elementos Moleculares da Dor (Vias de NGF e TrkA)

A descoberta do NGF se deu por estudos liderados por Rita Levi-Montalcini,
prémio Nobel de medicina em 1986. Ao observar o desenvolvimento de embrides de
galinha, descobriu-se que havia promocao de crescimento neuronal a partir de uma
substancia difusivel até entdo desconhecida, tratando-se assim do NGF, o primeiro
fator neurotrofico descrito (LEVI-MONTALCINI; HAMBURGER, 1953). Stanley Cohen,
em 1960, ao observar o mesmo efeito de desenvolvimento neuronal a partir de extrato
de veneno de cobra, péde isolar o peptideo agora conhecido e ao utilizar-se um
antissoro em mamiferos saudaveis observou inibicdo desse efeito fisiolégico,
provando a importancia vital para o sistema nervoso desse fator neurotréfico (COHEN,
1960).

Estudos posteriores levaram a descoberta dos demais fatores neurotroficos
descritos até hoje, que consistem de uma familia de proteinas ou peptideos: brain-

derived neurotrophic factor — fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e
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neurotrofinas 3 e 4/5 (NT-3 e NT- 4/5), que ligam-se a dois tipos de receptores, um
receptor que liga-se com afinidade igual a quaisquer desses fatores - p75N'R - e os
receptores de uma familia de tirosina quinases, tropomyosin-receptor kinases (Trk), -
TrkA, TrkB e TrkC, sendo que cada um desses receptores possui afinidade a um fator
especifico (HEFTI et al., 2006). Dentre eles, o receptor que possui maior afinidade por
NGF é a TrkA (HUANG; REICHARDT, 2003).

Os fatores neurotroficos sdo sintetizados como precursores glicosilados que
passam por clivagens por convertases para obter suas formas maduras (Figural.2),
sendo que os precursores possuem maior afinidade por p75N™R, e os maduros pelas

respectivas Trks (ROUX; BARKER, 2002; TENG et al., 2010).

Precursor
- v
Pro-Regiao
Maduro
Sitio de Clivagem x . .

7
Regiao Ativa ’
w . . ‘
NGF BDNF NT-3 NT-4/5

Figura 1.2. Os fatores neurotroficos séo sintetizados como precursores que sofrem clivagem
para obter-se a forma madura. Os fatores neurotréficos sao secretados de maneira imatura, podendo
interagir com o receptor p75N™R. NGF, NT-3 e NT-4/5 sdo clivados em uma Unica forma madura, e
BDNF, possuindo dois sitios de clivagem, possui uma forma madura totalmente clivada e outra
parcialmente clivada. As formas processadas séo as que possuem maior afinidade pelos receptores de

Trk. Adaptado (ROUX; BARKER, 2002).

A continuidade dos estudos levou a um consenso de que os fatores estédo
relacionados a sobrevivéncia de neurbnios em desenvolvimento no sistema nervoso

e que além disso o NGF exerce também um papel importante na percepc¢ao de dor,
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em vias de sinalizacao desencadeadas pela ativacéo da tirosina quinase, TrkA (HEFTI
et al., 2006).

Os membros da familia de tropomyosin-receptor kinase (Trk) foram
primeiramente identificados ao investigar-se um oncogene composto por uma
sequéncia de tirosina quinase desconhecida na época, que estava associada a uma
sequéncia truncada de tropomiosina (MARTIN-ZANCA et al., 1989; MARTIN-ZANCA,;
HUGHES; BARBACID, 1986). Andlises moleculares e bioquimicas iniciais puderam
caracterizar as Trks como proteinas tirosina quinases, acopladas a um receptor
extracelular, que possui sequéncias consenso de N-glicosilagéo (Asn-X-Ser/Thr), que
provaram ser necessarias para a producdao da forma madura da proteina, sendo
apenas essa forma direcionada a membrana plasmatica (MARTIN-ZANCA et al.,
1989). A proteina na sua forma imatura possui uma massa aproximada de 80 kDa, e
apos seu processamento e glicosilagdo durante a traducao ou transporte no reticulo
endoplasmatico ou para a membrana plasmatica, as formas maduras atingem 110
kDa e 140 kDa (MARTIN-ZANCA et al., 1989). Essas caracteristicas fornecem um
padrao de bandas frequente nesse trabalho, ao efetuar a eletroforese dessa proteina.
Descobriu-se também que a porcdo extracelular tem afinidade por fatores
neurotréficos, sendo o NGF o de maior afinidade, e que os padrbes de expressao
estdo relacionados a funcbes e desenvolvimento de neurbnios (HUANG;
REICHARDT, 2003).

Com relagcédo a estrutura das Trks, essas quinases sdo constituidas de um
dominio extracelular composto por uma regido rica em leucina flanqueada por dois
dominios ricos em cisteina, além de dois dominios semelhantes a imunoglobulina
(ULTSCH et al., 1999). Esses ultimos sendo necessarios para a ligacdo dos fatores

neurotréficos (PEREZ et al., 1995). Além da porcdo extracelular responsavel pela
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interagdo com o agonista, estéo presentes os dominios transmembranar e intracelular,
que por sua vez contém o dominio tirosina quinase. Em comparacdo entre 0s
membros (TrkA, B e C), os dominios cataliticos de tirosina quinase apresentam 75%
de identidade, e os dominios extracelulares 50% de homologia (IVANISEVIC;
SARAGOVI, 2013). Na Figura 1.3 encontra-se esquematizado as porc¢des descritas

da TrkA.

Grupo de cisteina
Motivos ricos em leucina
Grupo de cisteina

Dominios similares a IgG

Transmembranar

Dominio Quinase

Cauda C-terminal

Figura 1.3. Esquematizac&o da TrkA. A porcéo extracelular, que é composta pelo receptor de
alta afinidade do NGF, possui dois grupos de cisteina que flanqueiam um motivo rico de leucina, e
dominios semelhantes a |gG. Essas caracteristicas auxiliam na interacdo com o ligante. Na parte
intracelular estd presente o dominio quinase, que se estende até o final da regido carboxiterminal.

Adaptado (ROUX; BARKER, 2002).

A expressao de TrkA é restrita a neurdnios do sistema nervoso central,
sensoriais da pele e simpaticos presentes no sistema gastrointestinal, renal etc (Figura

1.4) (LOMEN-HOERTH; SHOOTER, 1995; SHIBAYAMA,; KOIZUMI, 1996).
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Figura 1.4. Expressao da proteina TrkA em diversos tecidos. Resultados obtidos do banco de dados
“The Human Protein Atlas”, baseado na analise de 44 tecidos através de imuno-histoquimica. Barras

com cores em comum representam 6rgdos que compdem um sistema especifico do corpo. Adaptado

(THE HUMAN PROTEIN ATLAS, [s.d.]).

A presenca do receptor nos variados sistemas pode indicar que haja um papel
ainda desconhecido dos fatores neurotréficos em demais fenémenos fisioldgicos além
dos amplamente descritos no sistema nervoso. Recentemente foi sugerida a
correlacdo da alta incidéncia de TrkA e NGF na mucosa gastrica de pacientes com
dispepsia com a percepcao dos sintomas dolorosos (SHI et al., 2019). Também foi
descrita a importancia critica de TrkA e NGF na angiogénese de células endoteliais
da mucosa gastrica, onde foi reportada alta expresséo dessas proteinas (AHLUWALIA
et al., 2016).

Além de possuirem receptores de alta afinidade para cada fator neurotréfico
especifico, todos eles possuem afinidade pelo receptor p75NT™R, que tem um papel
regulatério do destino celular dependendo da neurotrofina associada a ele (ROUX;
BARKER, 2002). P75NTR pode ser ativado pelos fatores neurotréficos na auséncia ou

em pequena quantidade de Trks, ou pelas neurotrofinas imaturas que possuem uma
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maior afinidade por esse receptor do que as neurotrofinas maturas (processadas). A
ativacéo do p75NTR por vezes tem atividades contrarias a ativacdo da Trk. Por exemplo
p75NTR associado ao NGF imaturo ativa a via de apoptose, enquanto a ativacéo da
TrkA blogueia esse efeito (Figura 1.5).

Nos sistemas em que os dois tipos de receptores, p75N"R e TrkA, sé&o
expressos, predomina-se as vias desencadeadas pelo receptor de alta afinidade
(TrkA), inibindo-se apoptose (desencadeado por p75N™R), e promovendo-se
sobrevivéncia neural, dada a maior afinidade da TrkA pelo NGF (maduro) comparada

a afinidade da p75N™R (Figura 1.5) (KUMAR; MAHAL, 2012).
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Figura 1.5. NGF liga-se com maior afinidade a TrkA, inibindo-se avia de apoptose desencadeada
por p75NTR através da ativacdo da via de PI3K. A ativagdo das vias de PI3K e Ras também estdo
relacionadas ao desenvolvimento e sobrevivéncia de células neurais. Nessa imagem pode-se antecipar
a importancia também da ativacdo de TRPV1, relacionada & nocicepcgéo, que serd abordada neste
texto. Nota-se também a inibicdo de NGF mediada por anticorpos, inibindo-se assim a via de dor

sensibilizada por esses mecanismos. Adaptado (KUMAR; MAHAL, 2012).

Analisando-se as vias desencadeadas para a sensibilizacdo da dor através do
sistema NGF - TrkA, pode-se perceber a relacdo proxima da via de sobrevivéncia
neural por inibicdo da apoptose e dos processos que levam a sensibilizacdo da dor
em nociceptores, causada por TRPV1 (que sera discutido adiante) (Figura 1.5)

(KUMAR; MAHAL, 2012).
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Ap6s um estimulo nocivo e um reacao inflamatdria ocorre a liberagdo do NGF
por células inflamatérias (BONNINGTON; MCNAUGHTON, 2003). A interacdo do
NGF com a TrkA leva a uma dimerizacéo da quinase que se auto fosforila na regiao
do loop de ativacdo (Y674/675). Tal fosforilacdo € essencial para a atividade de
tirosina quinase da TrkA, que fosforila varios desses residuos, dentre eles Y490, Y751
e Y785, criando sitios de ancoragem para as demais proteinas sinalizadoras ativadas

pela TrkA (Figura 1.6) (FRIEDMAN; GREENE, 1999).
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Figura 1.6. As vias de sinalizacdo desencadeadas pela ativacdo da TrkA pelo NGF e os
destinos celulares nos nociceptores. Representacdo da dimerizacdo da TrkA apds ligacdo do dimero
maduro de NGF e ancoragem de proteinas adaptadoras nos sitios de tirosina fosforilados. Foi
representado por uma cor em comum as espécies relacionadas a uma mesma via: em bege, a ativagao
da via PLCy/PKC; em verde, MAPK e em azul, PI3K/AKT. Nota-se a combina¢&o que pode ocorrer das
vias de PLCy e MAPK, pela ativagdo de Ras por PKC. Além disso, a ativacdo de TRPV1 por PKC e

mudanca lipidica da membrana pela atividade lipase da PLCy.

As principais vias ativadas a partir da ativacdo da TrkA, no contexto de dor
nociceptiva causada pela presenca de NGF em tecido inflamado (hiperalgesia), sédo
descritas a seguir.

As fosforilacbes mencionadas deflagram a ativacdo de proteinas a jusante
através da criacdo de dominios de ancoragem de substratos e proteinas adaptadoras,
como fosfolipase Cy (PLC-y), p85 (dominio regulatério da fosfatidilinositol 3-quinase -

PI3K) e Shc (BONNINGTON; MCNAUGHTON, 2003; OBERMEIER et al., 1993). PLCy
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€ ativada apo0s fosforilagdo ao ligar-se a TrkA fosforilada em Y785, e sua ativacao
permite a clivagem de fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em inositol trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG), que levam a ativacdo de proteinas quinases C (PKCs)
(BONNINGTON; MCNAUGHTON, 2003; OBERMEIER et al., 1993; VETTER et al.,
1991). A subunidade regulatoria (p85) de PI3K liga-se a uma tirosina fosforilada da
TrkA (Y751) ativando-se PDK1 e Akt (BONNINGTON; MCNAUGHTON, 2003;
OBERMEIER et al., 1993; RAFFIONI; BRADSHAW, 1992). SHC é uma proteina
adaptadora que liga-se a TrkA fosforilada na posicdo Y490 e cuja ligacéo ativa a via
das proteinas quinases ativadas por mitdgenos - mitogen activated protein kinases
(MAPK), a medida que liga-se a growth factor receptor - bound protein 2 (Grb2) e a
son of sevenless (SOS), um fator de troca de difosfato de guanidina (GDP) por
trifosfato de guanidina (GTP) da proteina GTPasica Ras. Ras ativada liga-se a RAF
guinase que permite a ativacdo de ERK pela ativacdo de MEK (BONNINGTON;
MCNAUGHTON, 2003; DIKIC et al., 1995; OBERMEIER et al., 1993).

Uma das vias desencadeadas pela ativacao da TrkA pelo NGF envolvidas no
processo de dor € a via que ativa o Transient receptor potential vaniloid receptor 1
(TRPV1), inicialmente denominado receptor vaniloide 1 (VR1), ou receptor de
capsaicina. O TRPV1 além de ser ativado pela capsaicina e baixo pH (presenca de
prétons), funciona como um mediador de nocicepcdo térmica, sendo ativado em
temperaturas préximas ao que seres humanos relatam como doloroso (acima de
43°C) (CHUNG; JUNG; OH, 2011). Estudos com ratos que possuiam nocaute de
TRPV1 e ndo manifestaram resposta nociceptiva corroboraram a importancia da
sensibilizacao térmica desse canal mesmo em contexto de hiperalgesia causada por
aplicacdo de Complete Freund’s Adjuvant (CFA) e carragenina (tipicos

desencadeadores inflamatorios) (CATERINA et al., 2000; CHUNG; JUNG; OH, 2011;
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DAVIS et al.,, 2000; LEVINE; ALESSANDRI-HABER, 2007). Seu papel molecular
consiste na admissdo do influxo de céations mono e bivalentes, causando a
despolarizacdo da membrana, que leva a geracéo de potenciais de agao, ativando-se
assim os nociceptores (HEFTI et al., 2006).

O papel do TRPV1 como a ultima espécie a jusante na via é fundamental para
obter-se a resposta fisiolégica da nocicepcdo, porém ainda ndo esta claro qual das
vias a montante atuam com maior influéncia nesse canal, sendo que ele possui
potenciais sitios de fosforilagdo por diferentes serina/treonina quinases como PKC,
proteina quinase A (PKA) e proteina quinase Il dependente de célcio e calmodulina
(CaMK II) (BONNINGTON; MCNAUGHTON, 2003). Estudos sugeriram que o TRPV1
possui uma condicao inibitéria quando associada ao PIP2 na membrana, e que a
ativagdo da via da PLCy e consequente clivagem desse fosfolipidio ativaria o canal
(CHUANG et al., 2001). Posteriormente observou-se que TRPV1 pode ser fosforilado
por PKA, PKC, PKD, Cdk5, PI3K e MAPK, e que as fosforilagdes auxiliam na ativacao
do canal por aumentar sua afinidade por capsaicina e diminuir o limiar de temperatura
de ativacdo (AMADESI et al., 2006, 2009; CHUNG; JUNG; OH, 2011; PAREEK et al.,
2007; ZHU; OXFORD, 2007; ZHUANG et al., 2004). E importante destacar a regulacio
de TRPV1 também por NGF, em que pela ativacdo da via de TrkA leva ao aumento
da sintese de TRPV1, mas nédo de seu mRNA (JI et al., 2002).

Existem diversos mecanismos que levam ao desenvolvimento da dor via TrkA
gue ainda ndo sdo compreendidos. Como citado no inicio do trabalho, existe uma
sindrome genética denominada Congenital Insensitivity to Pain with Anhidrosis (CIPA)
em que individuos acometidos ndo manifestam dor. Essa condicao esta associada a
presenca de diversas mutacdes no gene NTRK1 (INDO, 2001). Além disso,

recentemente um outro organismo, o Naked Mole Rat (Rato topeira pelado), também
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demonstrou insensibilidade a dor. Estudos demonstraram que assim como ocorre em
pacientes com CIPA, esse organismo possui mutagdes no mesmo gene

(OMERBASIC et al., 2016), que sera discutido com mais detalhe a seguir.
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1.3. Naked Mole Rat

Heterocephalus glaber, rato toupeira pelado (do inglés Naked mole rat - NMR)
€ um roedor africano que possui caracteristicas fisioldgicas muito interessantes
(Figura 1.7), como longevidade e resisténcia a cancer. E um organismo endémico da
regido do chifre da Africa muito utilizado em estudos de envelhecimento por ser o
roedor de vida mais longa e maior tempo de vida util, de pelo menos 35 anos
(BUFFENSTEIN, 2005, 2008; LEWIS et al., 2016; LEWIS; RUBINSTEIN;

BUFFENSTEIN, 2018).
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Figura 1.7. NMR possui caracteristicas intrigantes acerca de longevidade. (A) Uma fémea
procriadora gravida na sua terceira década de vida (LEWIS et al., 2013). (B) Em destaque NMR
encontra-se mais de dois desvios padrdes na correlacdo massa/maximo de vida atil dentre roedores;
adaptado (BUFFENSTEIN, 2008). (C) Curvas de perigo de quatro organismos relacionando o risco de
mortalidade com a idade relativa ao tempo que cada espécie atinge a idade sexual; adaptado (RUBY;

SMITH; BUFFENSTEIN, 2018).
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Dentre os mamiferos, apenas NMR e o rato toupeira Damaraland (que também
demonstra significante longevidade) sdo considerados eussociais (caracteristica
muito comum em insetos), procriando apenas uma fémea e organizando a colGnia
baseando-se em hierarquias (LEWIS et al., 2016).

Com relagdo a ocorréncia de neoplasias, chama a atencdo a escassez de
documentacdo de ocorréncia desse fenbmeno nessa espécie, sendo registrado uma
Unica ocorréncia em uma fémea de 21 anos em 2000 necrépsisas realizadas (LEWIS
et al., 2016). Eles possuem grande resisténcia a manifestar a doenca
espontaneamente e suas células sdo resistentes a tumorigénese induzida em
comparacao com ceélulas de camundongos (LIANG et al., 2010; SELUANOQV et al.,
2009). No entanto a caracteristica pertinente a se tratar nesse trabalho € sua
insensibilidade a dor, recentemente relacionada também a hipofuncionalidade de sua
TrkA (OMERBASIC et al., 2016).

Estudos iniciais demonstraram a insensibilidade comportamental do NMR a
algogenos quimicos, como acido e capsaicina, depois de inducéo de inflamacao
despertando-se um interesse em estudar os canais ibnicos atuantes no processo de
hiperalgesia térmica ou mecanica — Acid sensing ion channel (ASIC) e TRPV1 (PARK
et al.,, 2008; SCHUHMACHER; SMITH, 2016). Foi demonstrado que ocorre a
expressdo de TRPV1 nos seus nociceptores, e que eles sdo sensiveis a capsaicina,
porém a falta de demonstracdo de dor levou a analise de outra espécie bioquimica
presente nessa via (OMERBASIC et al., 2016; PARK et al., 2008). Além disso, demais
roedores relacionados ao NMR com o mesmo fendtipo de insensibilidade
apresentaram variagcdes em proteinas chave na sinalizacdo da nocicep¢cdo como

Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) que possui baixa sensibilidade pelo
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respectivo agonista algdégeno isotiocianato de alila (AITC), e mudanga na expressao
de Sodium Leak Channel Non Selective (NALCN) (EIGENBROD et al., 2019).
Estudos de Omerbasic e colaboradores (2016) sugeriram que a ineficiéncia na
sensibilizacdo de TRPV1 e consequente auséncia de dor no NMR deve-se a uma
perda de funcéo de TrkA, devido a muta¢des pontuais presentes no dominio quinase
desse animal em residuos de aminoacidos muito conservados em demais espécies.
Essas mutacdes podem comprometer a funcdo quinase ou interacdo com substratos
de TrkA, tornando-se muito menos eficiente a transduc¢éao do sinal iniciada pela ligacao
do NGF e nado ocorrendo a ativacdo das proteinas e vias intermediarias citadas
anteriormente, cruciais para a ativacdo de TRPV1 e a percepcao da dor (Figura 1.8).
Entretanto, os mecanismos especificos hipofuncionais da TrkA do NMR bem como as
vias que estdo mais afetadas pelas mutacfes na quinase desse organismo ainda nao

séo compreendidos.
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Figura 1.8. Esquemados estudos de Omberbasic e colaboradores quanto as mudancas nas vias

de sinalizagdo da TrkA de NMR. Adaptado (OMERBASIC et al., 2016).

1.4. Crise de Opioides
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A crise de opioides tem se tornado grande motivo de preocupacéo,
principalmente nos Estados Unidos, onde o uso indiscriminado tem levado a grande
ocorréncia de overdose e tolerancia (DEWEERDT, 2019). Existem evidéncias que
individuos tratados com opioides para dores crénicas ndo relacionadas a cancer
sofrem um risco maior de overdose em doses aumentadas dessas drogas (DUNN et
al., 2010).

Hoje considerada uma epidemia, comec¢ou na década de 1980 quando o
conceito de dor passou a ser considerado um problema a requerer tratamento correto
e estados norte americanos comecaram a aprovar leis que facilitam o acesso a drogas
para dores consideradas intrataveis para evitar processo aos médicos (DEWEERDT,
2019). O problema tomou propor¢cdes notaveis quando 0s usuarios conseguiam
acumular prescricoes e vender o excesso de remédios, iniciando-se uma cadeia de
fornecimento. Isso levou ao endurecimento das leis sobre os medicamentos
prescritos, dificultando seu acesso, e levando a procura por opioides ilicitos, como a
heroina, que no periodo de 2010 a 2016 aumentou em cinco vezes 0 numero de
mortes por overdose (Figura 1.9) (DEWEERDT, 2019). A partir de entdo, essas
estatisticas somam-se ao uso de opioides licitos e ilicitos, mesmo entre pacientes ou

usuarios recreativos.
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Taxas de morte por overdose envolvendo opioides, por tipo, Estados Unidos, 1999-2018
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Figura 1.9. Mortes por overdose de opioides nos Estados Unidos. A soma de mortes por overdose
de quaisquer opioides cresceu cinco vezes nas duas Ultimas décadas, sendo que num periodo entre
2013 e 2018 vale destacar o aumento em dez vezes de opioides sintéticos muito utilizados na préatica

médica (ex. fentanil e tramadol). Adaptado (CDC, 2018).

Ao considerar-se a TrkA como um novo alvo terapéutico para tratamento da
dor, pode-se considerar uma nova alternativa ao uso de opioides. Além disso, espera-
se ter um maior controle da especificidade de uma nova droga, que garante um melhor
resultado terapéutico com numero reduzido de efeitos adversos.

Este estudo pretende, ao investigar-se os parametros relacionados a essa via
(estudo das vias de transducéao de sinais desencadeadas pela TrkA em nociceptores),
dispor de fontes de informacdo que servirdo de ferramenta para o desenvolvimento
de uma nova classe de drogas anti-inflamatérias. E importante elucidar o
comportamento de cada elemento chave na via da dor mediada pelo sistema

NGF/TrkA para desenvolvimento de novas drogas, como novas alternativas ao uso de
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anti-inflamatorios ndo esteroides (NSAID) e opioides, para tanto utilizaremos o modelo

do NMR que tem uma TrkA hipofuncional.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Identificar quais mutacfes presentes no dominio quinase da TrkA de NMR

contribui para sua hipofuncionalidade.

2.2. Objetivos especificos

Construir TrkAs mutantes de rato que possuam residuos presentes em NMR
L775C e K728Q) e de NMR mutantes que possuam os residuos correspondentes em

rato (C774L e Q727K);

Avaliar a auto-ativacdo da TrkA por fosforilagdo de tirosinas-chave em seu

dominio quinase;

Avaliar a ativagao de substratos, principalmente PLCy através de fosforilagao

dessa proteina ou translocacdo membranar de proteinas a jusante (PKC).
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3. Material e Métodos

3.1. Cultura de células

As células utilizadas no projeto sdo as Human embryonic kidney (HEK) —
células de rim embrionario. Essa célula foi escolhida por sua facilidade na manutencéo
e transfeccdo. As células, salvo experimentos especificos, sdo mantidas em cultura
utilizando-se o meio DMEM (DMEM — Dulbecco’s Modified Eagle Medium - Gibco® by
Life Technologies™), NaHCO3 3,7 g/L, piruvato de sédio 1 mM, penicilina 100 U/mL,
streptomicina 100 pg/mL, suplementadas com 10% de soro fetal bovino. As células
sdo mantidas em estufa de atmosfera imida, a 37°C e 5% CO,. Para manutencao das
células, elas sdo mantidas em garrafas médias ou placas P100, sendo repicadas a
cada confluéncia de 90% utilizando-se 1X PBS para remocéao de soro e tripsina 0,05%.
Apoés 2 minutos de incubacdo na estufa com tripsina, adiciona-se meio de cultura
completo para homogeneizar as células agora em suspensdo e para obtencdo da

diluicdo desejada de células.

3.2. Expansao e manutencao de plasmideos

Os plasmideos utilizados sdo mantidos a -20°C, utilizando-se bactérias E. coli
DH5a para expansao. Essa cepa de bactéria termocompetente é utilizada para ser
transformada com o plasmideo através de choque térmico (0°C 30 minutos; 42°C, 30
segundos; 0°C 5 minutos) e posterior recuperacdo com meio LB (Luria Bertani —
triptona 10 g/L, extrato de levedura 5 g/L e NaCl 10 g/L pH 7,0) por 1h 37°C. Apos
plagueamento e crescimento overnight em meio solido (LB com agar 15 g/L) contendo
antibidtico de selecdo, uma colbnia isolada é escolhida para crescimento em meio

liquido overnight para posterior extracdo de DNA utilizando-se kit miniprep ou midiprep
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(QlAprep Spin Miniprep Kit — Qiagen e ZymoPURE™ || Plasmid Midiprep Kit — Zymo
Research, respectivamente). Além dos estoques de DNA em -20°C, as bactérias

transformadas sao estocadas em -80°C em uma solug&o 25% de glicerol.
3.3. Mutagénese sitio-dirigida

Utilizou-se como molde os DNASs referentes a TrkA de rato e quimérica (porcao
extracelular de rato e transmembranar e quinase de NMR) (Figura 3. 1) (OMERBASIC
et al., 2016), cordialmente cedidos pelo professor Gary Lewin (Max Delbriick Center

for Molecular Medicine, Berlim, Alemanha).

TrkA Rato TrkA Quimera
A
Extracelular — Rato : - Extracelular — Rato
TM - Rato ] | TM-NMR
Quinase - Rato 1 -~ Quinase - NMR
B Rato 1 GVSVAVGLAVSAALFLSALLLVLHKCGQRSKFGINRPAVLAPEDGLAI‘\SLHFHTLGGSSL 60
NMR I sl T N S — 60
Rato 61 SPTEGKGSGLQGHI! \EHPQYFSDTCVHHIKRQDIILKl'ELGEGAFGKVFLAECYHLLHDQ 120
NMR 61 I . [ e e HS. 120
Rato 121 DKMLVAVKALKETSENARQDFHREAELLTHLQHQHIVRFFGVCTEGGPLLHVFEY.1RHGD 180
NMR 321 ccswesssiees VoiaBo ot wainis valve Bas vew sasvane e Ras s selbesmeiees 180
Rato 181 LNRFLRSHGPDAKLLAGGEDVAPGPLGLGQLLAVASQVAAGMVYLASLHFVHRDLATRNC 240
NMR 381 it ias i ol o s S s i B e BT ST ST S B S e G ST ST 240
Rato 241 LVGQGLVVKIGDFGMSRDIYSTDYYRVGGRTMLPIRWMPPESILYRKFSTESDVWSFGVV 300
NIMR 28| s I Ny e et e I r (NIRRT ey SR s 300
Rato 301 L\«EIFTYGKQPhYQLSHTEAIECITQGRELERPRACPPDVYAII‘IRGCNQREPQQRLSNKD 360
NMR 301 ........ RS TR . E . eicioiewnie aaie winre = 4G I.. 360
Rato 361 VHARLQALAQAPPSYLDVLG 380
NMR BB o S ol o 380

Figura 3.1. Esquema das construcbes que expressdo TrkA de rato e quimérica. (A).
Representacdo esquematica da TrkA de ambos os casos. (B) Alinhamento da por¢éo transmembranar
e intracelular de rato e NMR, os pontos representando identidade e os residuos em vermelho o que é
exclusivo de NMR. Dentre as construcdes, apenas o que esta representado em (B) € diferente nas duas

construcdes.
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Utilizou-se os oligonucleotideos descritos na Tabela 3.1, utilizou-se 60 ng de
DNA, 0,5 uM de cada oligonucleotideo (forward e reverse), 0,2 mM dNTP e Q5 high
fidelity DNA polymerase (New England Biolabs) 20 U/mL em um volume de 50 pL.
Seguiu-se o protocolo de PCR (polymerase chain reaction) 98°C 30 segundos; 98°C
10 segundos, 72°C 30 segundos e 70°C 8 minutos por 30 ciclos; 72°C 8 minutos por
amostra. Apos término da PCR, tratou-se por 2h 37°C com a enzima de restricdo Dpnl,
200 U/mL as amostras que passaram pelo termociclador, em seguida utilizou-se essa
mistura para transformacdo das bactérias. As colénias obtidas foram submetidas a
protocolo de sequenciamento para confirmacdo da mutagénese, em que O0S
oligonucleotideos utilizados para sequenciamento estdo na Tabela 3.2. As amostras
e os oligonucleotideos sao enviados para sequenciamento no Centro de Pesquisas

sobre o Genoma Humano e Células-Tronco, Instituto de Biociéncias da USP.



40

Oligonucleotideo | Sequéncia (5’-3’)

Rato L775C F CCGCAACAGCGCTGCAGCATGAAGGATGTG

Rato L775C R CACATCCTTCATGCTGCAGCGCTGTTGCGG

Quimera Q727K F | TCTTCACCTACGGCAAGCAGCCCTGGTAC

Quimera Q727K R | GTACCAGGGCTGCTTGCCGTAGGTGAAGA

Tabela 3.1. Oligonucleotideos desenhados para realizacdo de PCR para mutagénese sitio
dirigida.
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Oligonucleotideo

Sequéncia (5’-3’)

Rato 1F AACCTGACGGAGCTC
Rato 1R CAGTCAGCCTGCTGTAG
Rato 2F CAGTGCCAGGTGGAG
Rato 2R CAGGGTTGAACTCAAAAG
Rato 3F CATGGCTGCCTTTATG
Rato 3R CATGGCGCATGTACTC
Rato 4F GAGTCTGCACGGAGG
Rato 4R CGTGATGCACTCGATC
Rato 4,5F GGTCAAGATTGGAGAC
Rato 5F GCAACCCTGGTACCAG
Quimera 1R GGCAAAGACAGCCAG
Quimera 2F CTGCTCCTCGTGCTTAAC
Quimera 2R GGAGGAAGCGATTGAG
Quimera 3F GCTGCTGATGGTCTTTG
Quimera 3R GTGCACGTCCTTGATG
Quimera 4F CGAGTGCATCACACAG

Tabela 3.2. Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para PCR de sequenciamento. Esses

oligonucleotideos foram utilizados para conferéncia de sucesso da mutagénese sitio dirigida e garantia

da sequéncia dos genes trabalhados. Foram desenhados utilizando-se a sequéncia depositada de

genes NTRK1 de Rattus norvegicus e Heterocephallus glaber, NM021589.1 e XM004871248.2,

respectivamente.

As demais construcdes mutantes (Quimera C774L e Rato K728Q) foram

encomendadas pela facility Epoch Life Science Inc (Estados Unidos).
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3.4. Transfeccao de células eucaribéticas

Transfeccédo das células HEK foi realizada de acordo com o objetivo do projeto.
Para superexpresséao ou transfeccéo transiente seguiu-se o protocolo de transfeccao
com PEI (polietilenoimina), e para geracdo de linhagens a Lipofectamine® 3000

Reagent — Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific.
3.4.1. Para superexpresséo ou transfeccéo transiente

As células foram plaqueadas em P100 até atingirem confluéncia de 90%. Por
placa P100 foi utilizado 4 ug de DNA de interesse e 3,2 ug/mL de PEI, que sdo
misturados em OptiMEM™ (Gibco by Life Technologies™), incubados por 15 minutos
e adicionados as células em OptiIMEM, previamente lavadas com 1X PBS para
remocao de soro. Apoés seis horas de incubacéo na estufa de cultura de células o meio
foi trocado para meio completo DMEM, ja descrito. As células ficam prontas para

utilizacdo em ensaios com pico de superexpressao apos 48 horas.
3.4.2. Para geracéao de linhagens

As linhagens foram geradas utilizando-se Lipofectamina, em que sao utilizados
2,5 ug de DNA, seguindo-se o protocolo do fabricante do kit Lipofectamine® 3000
Reagent — Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific. As células sdo transfectadas em
meio sem soro, preferencialmente OptiMEM, e apds 6 horas o meio é trocado para
meio DMEM completo. Apds 24 horas de transfeccédo € necessario iniciar 0 processo
de selecdo das células transfectadas. Os plasmideo utilizado para transfeccdo de
todas as construcées possuem o mesmo backbone - pEXPR-IBA105 (OMERBASIC
et al., 2016), que possui gene de resisténcia para neomicina. Foi feito no laboratério

uma curva de morte das células HEK para determinar-se a concentracdo minima
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necessaria para morte dessas e obteve-se para Geneticina (Thermo) a concentracdo
de 750 pug/mL. Desse modo, apés o periodo de 24 horas de transfec¢do adiciona-se
essa concentracao de G418 nas células. Essa concentracdo deve ser mantida o mais
proximo possivel de um valor constante, sendo necessaria a troca de meio com nova
diluicdo de antibidtico diariamente. As células que nao expressam o DNA exdgeno
morrem e apds um periodo de confluéncia das células resistentes pode-se concluir o

procedimento, armazenando as linhagens em -80°C ou em nitrogénio liquido.
3.5. Extracéo de proteinas e Western blotting

Um dos ensaios utilizados para medir a ativacdo da TrkA foi realizar o
tratamento das células transfectadas com o DNA de interesse (TrkA de rato, quimérica
ou mutantes) com NGF (Recombinant Human BNGF - PeproTech®) (70 ou 100 ng/mL,
5 e/ou 10 minutos). ApOs a ativacdo das células, com a presenca de uma amostra
controle negativo que nao foi ativada com NGF, procedeu-se para o protocolo de lise
celular para obtencdo de proteinas. Preparou-se com 1X Inibidor de protease
(Sigmafast Protease Inhibitor Cocktail — Sigma Aldrich) e 1X Inibidor de fosfatase
(PhosStop™ - Roche) um tampéao de lise utilizando-se RIPA (50 mM Tris pH 7,4, NaCl
150 mM, SDS 0,1%, deoxicolato de sédio 0,5%, EDTA 1 mM, IGEPAL 1%), Apés a
ativacao das placas lavou-se com 1X PBS gelado e adicionou-se as placas P100 200
uL de tampéo de lise, seguindo-se de uma remoc¢ao mecanica das células aderidas.
Apos, realizou-se 30 pulsos de 1 segundo em sonicador nas amostras e centrifugou-
se por 15 min 14000 rpm 4°C. O sobrenadante foi recuperado e realizou-se o protocolo
de ensaio de Bradford, fazendo-se como curva padrdo concentracdes variadas de
BSA (albumina sérica bovina). Ap0s quantificacdo preparou-se as amostras para

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate polacrylamide gel electrophoresis - eletroferese



44

em gel de poliacrilamida com SDS), utilizando-se 10% de B-mercaptoetanol, 1X
tampdo de amostra (Tris 240 mM, pH 6,8, glicerol 40%, SDS 80 g/L, azul de

bromofenol 400 mg/L) e 70 ug de proteinas totais.

3.6. Imuno-ensaio in-cell

O imuno-ensaio in-cell, que sera referido como In-cell, possui um protocolo de
tratamento das células é semelhante ao de Western blot, sendo que as linhagens
celulares séao plaqueadas em placas multipocos de P96, e deixadas em meio DMEM
sem soro overnight. No dia da ativagéo as células séo tratadas ou ndo com NGF e
fixadas com PFA 4% por 20 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagem em PBS
1X, as células sdo deixadas em PBS/Triton X-100 (1X/0,1%) para permeabilizacéo
por 20 minutos e em seguida sdo deixadas em solucdo de bloqueio PBS 1X 1%BSA
por 2 horas em temperatura ambiente. Antes de adicionar os anticorpos € realizada
uma lavagem com PBS/Triton X-100 (1X/0,1%). Os anticorpos primarios séo diluidos
na mesma solucao utilizada para blogueio e sua incubacéao é feita overnight em 4°C.
Os anticorpos secundarios séao diluidos na mesma solucdo de bloqueio e, apos
lavagem com mesmo tampéao descrito anteriormente, € deixada para incubacao por
2h temperatura ambiente, ao abrigo da luz. Os anticorpos secundarios utilizados tanto
para western blot quanto para in-cell sdo IRDye® 800CW Donkey Anti Rabbit (anti
coelho produzido em burro) e IRDye® 680RD Donkey Anti Mouse (anti camundongo
produzido em burro), ambos produtos Li-Cor®. A membrana € finalmente revelada
utilizando-se o Li-Cor® Odyssey nos canais 700 e 800 para obtencdo dos sinais de
ambos os anticorpos secundarios e a imagem € quantificada utilizando-se o software

Image Studio.



45

3.7. Ensaio de imunofluorescéncia

Células de interesse foram cultivadas em placas multipocos em que laminulas
estéreis foram adicionadas para posteriores tratamentos. As células HEK293
(expressando linhagens de interesse) foram plaqueadas em mesmo numero até
atingirem confluéncia de 90%. O protocolo inicia-se com fixacdo das células,
previamente lavadas com PBS gelado, com PFA 1X (paraformaldeido) por 10 minutos.
Em seguida, ap6s 2 lavagens com PBS/Glicina (1X/0,1M) por 5 minutos e 2 lavagens
com PBS 1X por 5 minutos, as células sao permeabilizadas com PBS/Triton 0,2% por
10 minutos. Em seguida, prepara-se uma solucao de bloqueio PBS 1X, 5% BSA, e
deixa-se incubar por 1h temperatura ambiente. O anticorpo primario € preparado a
concentracdo 1:500 em solucdo PBS 1X, 1% BSA e adicionado as células para
incubacéo overnight em 4°C. No dia seguinte o anticorpo secundario, preparado em
mesma solucéo utilizada para diluicdo do anticorpo primario, € adicionado as células
paraincubacéo de 45 minutos a temperatura ambiente. Essa etapa sucede 3 lavagens
de 5 minutos com PBS e precede 5 lavagens antes da incubacdo com 4’, 6’-diamino-
2-fenil-indol (DAPI, 0,5 ug/mL), por 10 minutos. ApGs 3 lavagens com PBS por 5
minutos, retira-se as laminulas do fundo dos pocos e coloca-se a face contendo as
células aderidas em contato com uma lamina para microscopio, utilizando-se Prolong
Diamond como um anti-desbotamento. As laminas foram visualizadas no microscopio
de fluorescéncia (DMi8 Leica) do laboratorio do Professor Alexandre Bruni (Instituto
de Quimica, USP, Sao Paulo) utilizando-se os canais DAPI e Rhodamine (555) e as

imagens foram montadas utilizando-se o software LASX (Leica).

3.8. Microscopias de Fluorescéncia
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Foram utilizados dois métodos de microscopia para obtencdo de imagens em
tempo real de ativacdo de vias a jusante da TrkA. Um deles foi o microscépio de
fluorescéncia e contraste de fase invertido Nikon Eclipse TE300 (laboratério Prof.
Bettina Malnic, IQ USP), e o outro de fluorescéncia por reflexéao total interna (TIRF) -
Axio Observer.Z1 (Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa, Instituto de Ciéncias
Biomédicas, USP — Séo Paulo). Linhagens que expressam as construcdes desejadas
sdo plagueadas em placas multipocos com fundo de vidro para o microscopio de
fluorescéncia e contraste de fase, ou com fundo de laminula (CELLview™ Greiner Bio-
One) de 35mm de diametro para o microscopio TIRF. As células HEK293 que
expressam as construcdes de TrkA (linhagens estaveis) sao transfectadas seguindo-
se o protocolo de transfeccao transiente com DNA de PKCB-GFP. Apos 48h (periodo
de superexpressdo), as células, que foram carenciadas de soro overnight, séo
ativadas com NGF (ou éster de forbol — PMA - como controle) para observacdo de

translocacdo de PKCp para a membrana.

3.9. Modelagens

Os ensaios de modelagem foram feitos em colaborag¢éo com o Dr Helder Veras
Ribeiro Filho (LNBio/CNPEM). A estrutura da TrkA ativa do NMR foi obtida por
modelagem por homologia utilizando o software YASARA (KRIEGER; VRIEND, 2014).
Para a modelagem, a estrutura do dominio quinase do receptor FGF-2 (PDB ID: 5EG?3)
foi utilizada como molde, uma vez que nao existe estrutura disponivel da TrkA ativa.

Para determinar o impacto das diferencas de residuos da TrkA de NMR em
relacdo a humana, estimamos a alteracdo da energia livre de ligacdo (AAG) com a
troca dos residuos usando o software FoldX 5 (DELGADO et al., 2019). O FoldX 5 foi

usado como um plugin do software YASARA e utiliza um potencial empirico que
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combina multiplos termos energéticos baseados em conceitos fisicos. De forma prévia
aos calculos de energia, as estruturas passaram por uma otimizacdo dos rotameros

das cadeias laterais de seus residuos usando a funcdo RepairPDB do FoldX.



48

4. Resultados

4.1. A TrkA de NMR possui mutag6es no dominio quinase em
residuos conservados em mamiferos

Como descrito na introdu¢éo, o dominio quinase da TrkA é muito conservada
em mamiferos. No estudo em que constatou-se a baixa sensibilizacdo de dor no NMR
foi construido um alinhamento do dominio quinase com outros 26 mamiferos,
constatando-se alguns residuos de aminoacido exclusivos no NMR (Figura 4.1A)

(OMERBASIC et al., 2016). Os residuos mutantes foram localizados estruturalmente.

GIn727  Ala736 Thr753
A 710 720 730 740 750 760
NMR clonado BMESDVWSFGVEILWEIFTYGEQPWYQLSNIEBIBCITEIGEHELERPRICP PERIVYRIIMEGCWQ
NMR predito NMESDVWSFGVEILWEIFTYGEQPWYQLSNIERIINCITEGHELERPRINCP PRIVYIII MIHGCWQ
Porquinho-da-india AESDVWSFGVEILWEIFTYGEQPWYQLSNIAERINCITEGRELERPRIECP PIBVYIIMEGCWQ
Chinchila AESDVWSFCGVEILWEIFTYGEOPWYQLSNINERIINCITEGHELERPRIACP PV YII MIRGCWQ
Degu AESDVWSFGVEILWEIFTYGEOPWYQLSNINERIINCITEGHELERPRIACP PJSVYWIMIHGCWOQ
Esquilo BMESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNIWERIRCITEIGEHELERPRIICP PRIV YINI MIAGCWQ
laque MESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNNERIBCITEGHELERPRIICP PRIV YINI MIHGCWQ
Vaca MESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNNEBIBCITEGEHELERPRECP PRIV YRIT MIHGCWQ
Chiru BMESDVWSFGVEILWEIFTYGEOPWYQLSNIERTIBCI TEGEHELERPREICP PV YIII MIBGCWQ
Porco MESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNBMERIBCITEGHELERPREICP PIIVYIIT MIHGCWQ
Macaco-rhesus BESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNNERINCI TEGHELERPREICPPIRIVYIIIMIIGCWQ
Macaca fascicularis BMESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNBMERIBCI TEGHELERPREICPPIIVYIITI MIIGCWQ
Humano BMESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNRERIBCITEGHELERPREICPPIRIVYIIIMIEIGCWQ
Orangotango MESDVWSFGVELWEIFTYGEROPWYQLSNBERMINCITEGIHELERPREICPPIVYIIIMIEIGCWQ
Chimpanzé MESDVWSFGVEILWEIFTYGEROPWYQLSNWERTIBICI TEGIELERPREICP PISVYIIT MG CWQ
Toupeira-nariz-de-estrela AESDVWSFGVEILWEIFTYGQOPWYQLSNWERIBCITEGIRELERPRICP PRIV YIII MIAGCWQ
Cachorro MESDVWSFGVEILWEIFTYGEOPWYQLSNNERINCITEGIHELERPRIEICP PRIV YINT MESGCWQ
Porco-formigueiro MESDVWSFGVRILWEIFTYGQOPWYQLSNIWERINCITEGHIELERPREICP PRV YINI MIHGCWQ
Toupeira-dourada MESDVWSFGVREILWEIFTYGOPWYQLSNNWERTIBCITEGHIELERPREICP PRV YT MIHGCWQ
Musaranho-elefante BMESDVWSFGVEILWEIFTYGIOPWYQLSNNERINCITEGELIELERPRIICP PV YINTI MESGCWQ
Coelho MESDVWSFGVRILWEIFTYGIQOPWYQLSNNEWMINCITINGIELERPREICP PRIV YIRT ME]GCWQ
Camundongo MESDVWSFGVEILWEIFTYGOPWYQLSNNERIBCITEGIELERPREICP PIEV YRNT MISGCWQ
Rato MESDVWSFGVEILWEIFTYGEQOPWYQLSNNERIBCITEGIELERPREICP PIBVYINI MISGCWQ
Hamster-chinés MESDVWSFGVEILWEIFTY QPWYQLSNNMERIBCITEGIHELERPRECP PV YRIT MIEBGCWQ
Hamster-sirio MESDVWSFGVEILWEIFTYGROPWYQLSNNERTINCITEGHELERPREICP PRV YINT MENGCWQ
Arganaz-do-campo MESDVWSFGVEILWEIFTYGOPWYQLSNNEBRINCITEGELERPREICP PIBV YINI MISGCWQ
Ourigo BMESDVWSFGVEILWEIFTYGOPWYQLSNNERINCITEGIELERPREICP PRIV YINI MISGCWQ
Diabo-da-tasmania BMESDVWSFGVIALWEIFTYGIMOPWYQLSNMWERINCITEGIHELERPREICP PRIVYIII MIHGCWO
B
NMR clonado
NMR predito
Porquinho-da-india
Chinchila
Degu
Esquilo
laque
Vaca
Chiru
Porco
Macaco-rhesus
Macaca fascicularis
Humano
Orangotango
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Porco-formigueiro GIn727

Toupeira-dourada
Musaranho-elefante
Coelho
Camundongo

Rato
Hamster-chinés
Hamster-sirio
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Figura 4.1. Alinhamento do dominio quinase de TrkA de NMR e outros 26 mamiferos. (A) O
dominio quinase é muito conservado, porém alguns residuos séo exclusivos de NMR, destacando-se
os que foram utilizados nesse estudo a glutamina 727 e a cisteina 774. A glutamina também é
encontrada em porquinho-da-india, chinchila e degu, e o residuo correspondente a cisteina em rato e
camundongo trata-se de uma leucina. Os nimeros representam a posi¢ao dos residuos de aminoacidos
de NMR. Adaptado (OMERBASIC et al., 2016). (B) A partir de modelagem por homologia com o dominio
quinase de FGF (PDB ID: 5EG3) utilizando-se o software YASARA, tem-se a estrutura do dominio

quinase ativo da TrkA de NMR. Em destaque em azul encontram-se o0s residuos mencionados.

O residuo de cisteina na posicdo 774 da TrkA de NMR chamou a atencéo
porque ele ocorre exclusivamente nesse animal. Contudo, apesar da ampla
conservacao de histidina nos demais organismos, em rato e camundongo O
correspondente a esse residuo € uma leucina. A partir dai surgiu o interesse em
estudar essa mutacdo, devido ao potencial de interagcdes que esse tipo de cadeia
lateral pode introduzir na estrutura da proteina nesse organismo.

Além dessa mutacao, o residuo de glutamina na posicdo 727, que também
ocorre no porquinho-da-india, chinchila e degu, € amplamente conservado como uma
lisina nos demais organismos, inclusive rato e camundongo. Essa troca de aminoéacido
também fornece uma diferenca importante no carater bioquimico da cadeia lateral na
estrutura proteica, podendo fornecer novas interacées com a prépria TrkA, ou mesmo
com seus substratos, que estariam inibidas na TrkA do NMR.

Esses residuos forneceram um norte inicial na busca da construcdo de
mutantes para se avaliar a ativacao da TrkA e seus substratos ao mimetizar o contexto

bioquimico da quinase de NMR.
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4.2. A TrkA de NMR né&o apresenta diferenca na dimerizagcao do
receptor

Seguindo-se o protocolo de eletroforese em gel ndo redutor, que tem como
principal caracteristica a auséncia de agentes redutores (p-mercaptoetanol ou
ditiotreitol) no preparo das amostras, pode-se analisar a importancia de residuos de
cisteina oxidados na dimerizacdo da TrkA. Os agentes redutores desempenhariam
um papel no rompimento das pontes dissulfeto separando possiveis dimeros
estabilizados por tal interagao.

No caso da TrkA de NMR foi identificada uma cisteina que esta presente
apenas nesse organismo ao comparar-se com demais mamiferos (Figura 4.1)
(OMERBASIC et al., 2016). Nossa hip6tese inicial foi de que essa cisteina pudesse
desempenhar algum papel na dimerizacao do receptor de NMR, ou em alguma outra
interacdo que ndo aconteceria nos demais organismos. Dessa maneira poderiamos
ter uma pista inicial na diferenca da atividade da TrkA levando-se em conta esse tipo
de interacao.

As linhagens geradas em células HEK que expressam as TrkA de rato e NMR
foram utilizadas para o ensaio de gel ndo redutor, em que seguiu-se o protocolo de
tratamento com catalase e NEM (N-etiimaleimida), antes da lise celular. Os lisados
seguiram o protocolo de desnaturacdo em duplicata, sendo que em uma replicata os
lisados foram preparados com adicdo de B-mercaptoetanol e em outra adicionou-se
agua na mesma proporcdo. Em um uUnico gel aplicaram-se as amostras reduzidas e
as nao reduzidas, incluindo-se como controle uma célula HEK que passou pelos
mesmos tratamentos porem néo foi transfectada com as construcdes de TrkA.

A Figura 4.2 mostra o resultado obtido desse ensaio, em que pode-se observar

0 mesmo padrédo de bandas das construgcbes de rato e quimera em um contexto
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reduzido e em um contexto ndo reduzido, além de que as amostras que foram ativadas
com NGF comparando-se rato e rato L775C também ndo apresentaram mudanca.
Vale destacar que a dimerizacdo da TrkA que ocorre a partir da ligagdo do NGF nao
€ mantida por pontes dissulfeto, com isso ndo esperamos obter a banda referente ao
homodimero de TrkA referente apenas a ativacao do receptor. Isso nos leva a refutar
a hipotese inicial de que o residuo de cisteina exclusivo do NMR desempenha algum

papel na dimerizacdo da TrkA ou quaisquer outras possiveis interacdes.
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Figura 4.2. A constru¢do quimérica e de rato com mutagdo L775C néo influencia na dimerizacéao
daTrkA. (A) Utilizou-se como controle um célula HEK né&o transfectada com TrkA e realizou-se Western
blot de linhagens que expressam TrkA de rato, quimérica e rato L775C tratando-se as amostras com
B-mercaptoetanol ou ndo; ndo observaram-se bandas referentes possiveis dimeros, sendo
representadas apenas as tipicas bandas de TrkA imatura ndo glicosilada (80 kDa) e maduras (110 e
140 kDa) tanto em amostras reduzidas quanto em nao reduzidas. (B) As linhagens que expressam as
construg@es de rato e rato L775C foram tratadas ou ndo com NGF (75 ng/mL) e B-mercaptoetanol;
pode-se notar que também ndo houve mudanca quanto a possivel dimerizag¢éo ou interacéo do residuo
de cisteina adicionado com qualquer outra proteina. Em ambos foi utilizado o anticorpo anti-TrkA total
produzido em coelho (ABCAM 76291), (1:2000) e em (B) foi utilizado para controle de enddgeno o

anticorpo anti a-Tubulina (Thermo Fisher Scientific), (1:10000).
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4.3. As construcdes de TrkA localizam-se na membrana de células
HEK?293 transfectadas

Para realizacdo dos ensaios de ativacdo da TrkA € importante que ela mimetize
0 maximo o seu sistema biolégico natural. Como trata-se de um receptor de membrana
acoplado a uma tirosina quinase, € importante investigar se a expressdo dessa
proteina como material exdgeno em uma célula de interesse se direciona para a
membrana. Além de futuros resultados de Western blot que indiqguem a total
glicosilagédo da TrkA com o aparecimento de bandas a 140kDa, indicando a sua
localizacdo na membrana (MARTIN-ZANCA et al, 1989), utlizou-se a
imunofluorescéncia como um meétodo qualitativo de localizacdo celular para investigar
essa condicao (Figura 4.3).

As linhagens foram estabelecidas transfectando-se as construcdes de TrkA de
rato e quimeérica (porcéo extracelular de rato e por¢cdes transmembranar e intracelular

de NMR), cordialmente cedidas pelo Dr Gary Lewin (Max Delbrick Center for

Molecular Medicine, Berlim, Alemanha), utilizando-se células HEK293.
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Figura 4.3. As construc@es de TrkA localizam-se ha membrana das células transfectadas que as
expressam. Linhagens celulares de HEK293 que expressam as construcbes de TrkA de rato e
qguimera, ou como controle apenas células HEK293, tratadas com DAPI 0,5 ng/mL e incubadas com

anticorpo anti-TrkA total produzido em coelho (ABCAM 76291), (1:200). Utilizou-se o anticorpo
secundario anti-coelho AlexaFluor® 555 (1:400) e o microscopio de fluorescéncia DMi8 Leica, canais

DAPI e Rhodamine 555.

Pode-se observar pela Figura 4.3 que as linhagens transfectadas expressam a
TrkA, que € marcada pelo anticorpo em comparacdo com o controle que consiste de
células HEK nao transfectadas, que nao possui sinal. Observa-se também que o nivel
de expressédo da linhagem de quimera aparenta ser maior do que a linhagem de rato,
dado que se repete nos resultados de western blot (sessdes posteriores). Pela

morfologia demarcada pela marcacao do anticorpo anti TrkA, em compara¢cdo com
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DAPI que marca nucleo, pode-se concluir que a proteina localiza-se ha membrana
das células que a expressa. Isso € uma boa caracteristica experimental pelos motivos
ja citados no inicio dessa sessdo. Observa-se também que apesar de serem linhagens
celulares muitas células ndo expressam TrkA.

Em seguida, nosso objetivo seria observar se a ativacao das linhagens que
expressam TrkA por NGF ao serem transfectadas de maneira transiente com PKCf3-
GFP levaria a translocacdo de PKC para a membrana, indicando que essa proteina
foi ativada com um agonista a montante nessa via. Um experimento piloto foi realizado
transfectando-se células HEK293, sem TrkA, com PKCB-GFP e ativando-as com

PMA, um classico agonista de PKC (Figura 4.4) (SCHECHTMAN et al., 2004).

PMA 100nM T=0 T=4min T=8min

Fscala de cinza
e

40 60 80 00 o 20 40 60 80 100 ¢ 2 2 0 P 00

Distancia (pixels) Distancia (pixels) Distancia (pixels)

Figura 4.4. PKCp transloca-se para a membrana ap6s ativacdo com PMA. Foi administrado 100
nM de PMA em células carenciadas de soro overnight e observou-se nos tempos de 4 e 8 minutos a
translocacdo da sonda fluorescente (PKCB-GFP) para a membrana, como pode ser observado nos
graficos de perfil de intensidade linear de fluorescéncia. Foi utilizado o microscépio de fluorescéncia do
laboratério da Professora Bettina Malnic (Instituto de Quimica, USP) - Nikon Eclipse TE300, e a

guantificacao de imagens pelo software ImageJ.
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Pode-se observar pelo perfil de intensidade linear que a intensidade de
fluorescéncia na regido do citoplasma diminui a medida que na regido periférica
(membranar) da célula ganha destaque. Isso também é evidenciado nas imagens da
microscopia, em que as células deixam de ter fluorescéncia homogénea no interior
(excetuando-se regido nuclear) e apresentam apenas uma “casca” fluorescente.

Uma vez que o experimento de translocacdo mostrou-se funcional, seguimos
para a experimentacdo no microscopio de fluorescéncia com reflexdo total interna
(TIRF), em que as proprias linhagens que expressam TrkA séo transfectadas com
PKCB-GFP e podemos observar a translocacdo da sonda utilizando-se NGF (Figura

4.5).
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Figura 4.5. A ativacdo por NGF de células que expressam TrkA leva a translocacao de PKCp-
GFP de maneira diferente entre as constru¢des rato e quimera. Linhagens celulares que expressam
as construg@es (A) rato e (B) quimera foram transfectadas com PKCB-GFP estimuladas com NGF (70
ng/mL) e monitoradas em tempo real utilizando-se o microscépio Axio Observer.Z1 (CEFAP - ICB,

USP). 48 horas ap0s transfeccao da sonda fluorescente as células foram carenciadas de soro por 2h e
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entdo submetidas a ativacdo e microscopia. Utilizando-se o software Zen 2.6 (blue edition) — Carl Zeiss,
as imagens foram quantificadas fixando-se os tempos 0, 5 e 10 minutos para construcdo do perfil de

intensidade linear.

Observamos o mesmo perfil de translocacdo do experimento de ativagcao
apenas com PMA (Figura 4.4), quando ativamos com NGF a construgao que expressa
TrkA de rato (Figura 4.5a). Apesar de um claro efeito de bleaching da fluorescéncia, é
claro pela localizacdo do sinal na célula e pelo perfil de intensidade linear que houve
uma reducao na regido interna e uma concentracao na regido periférica da célula. Isso
indica que houve translocacdo da sonda, mostrando que ao ativar uma célula que
expressa TrkA com NGF, uma proteina a jusante na via (PKC) foi ativada com
sucesso. E importante a comparacéo dos resultados obtidos em A e B da Figura 4.5
porque ha uma clara diferenca na ocorréncia do fenébmeno de translocacéao, sendo
gue nos tempos 5 e 10 minutos isso ocorreu claramente na linhagem que expressa
TrkA de rato, mas ndo na quimeérica. Isso sugere que possa haver corroboracédo de
dados da hipofuncionalidade da TrkA de NMR ao comparar-se com a de rato.

O ensaio de imagem em tempo real confirmou a hipofuncionalidade da TrkA de
NMR entretanto queriamos primeiramente testar os mutantes em ensaios mais

robustos e dessa forma utilizamos o In-Cell bem como o Western blot.

4.4. A mutacao do residuo de cisteina néo interfere na ativacéao da
TrkA

Apés obtencdo das linhagens celulares que expressam as construcées
desejadas, os ensaios de ativacdo via expressao das proteinas ou modificacdo pés
traducionais (fosforilagdes) iniciaram-se. Uma tentativa de analise quantitativa foi a
realizacdo do In-Cell, em que seria mais facil quantificar os efeitos de ativacdo ou

inibicdo (Figura 4.6).
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Figura 4.6. As mutacfes L775C e K728Q né&o alteram a auto ativacdo da TrkA. Linhagens que
expressam as construcdes de TrkA de rato, rato L775C e rato K728Q foram plaqueadas em multipocos
P96 e seguiram o protocolo de in-cell. Apés ativagdo ou ndo com NGF 100ng/mL por 10 minutos,
fixacdo e bloqueio, as células foram incubadas overnight nos anticorpos primarios anti pan TrkA 1:2000

(ABCAM 76291), anti TrkA pY674/675 1:200 (Cell Signaling Technology 4621) e anti TrkA pY785 1:200
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(Cell Signaling Technology 4168) e anti a-Tubulina 1:5000 (Thermo Fisher Scientific). Incubag&o por
2h nos anticorpos secundarios 1:10000 Li-Cor IRDye anti coelho 800CW e anti camundongo 680RD
seguindo-se de leitura no equipamento Odyssey Imager. As imagens foram quantificadas no software
ImageStudio e normalizados os valores do canal 800 (TrkA total e fosforiladas) em relacdo ao sinal da
o-tubulina (canal 700). Os graficos foram construidos no software GraphPad Prism 6. (A) Imagem
representativa do sinal de fluorescéncia das células (vermelho o sinal referente a a-tubulina; verde
referente a TrkA, total ou fosforilada). (B) Quantificagdo normalizada pelo sinal da tubulina em cada
poco e representacdo grafica. Experimentos realizados uma Unica vez com triplicata em cada placa

(representada em A).

Essa técnica mostrou-se muito variavel por questdes técnicas de manuseio
celular e eficiéncia de anticorpo, porém pudemos ter uma ideia inicial do impacto das
mutacbes na ativacdo da TrkA. Na figura 4.6b, painel da esquerda existe a
comparacao entre rato e mutante L775C, em que sugere-se um aumento na
fosforilacdo de Y785 e nenhuma mudanca em Y674/675. No painel da direita a
comparacao entre rato e mutante K728Q sugere a mesma coisa: mutante aumenta a
fosforilacdo em relacdo ao selvagem. Ou seja, esses mutantes na TrkA néo tiveram
impacto na atividade da proteina.

Como essa técnica apresentou certa dificuldade, seguimos as analises
utilizando-se Western blot tradicional. Foram realizados protocolos de Western blot
em lisados celulares provenientes de células HEK que expressam as construcdes de
TrkA de rato, quimera e rato mutante L775C, tanto em linhagens quanto em
construcBes por transfeccdo transiente. Os experimentos iniciais foram feitos
utilizando-se linhagens celulares, porém a diferenca de expressao basal do receptor
nas diferentes linhagens (jA evidenciado nos resultados de imunofluorescéncia)
tornou-se um problema. Com uma maior expressao por conta da TrkA quimérica e

mutante de rato, pode haver interferéncia na via de sinalizacdo, deixando-se o sinal
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basal da TrkA dessas construcBes mais alto do que a referente ao rato selvagem
(Figura 4.7). Com isso, 0s experimentos seguintes foram desenvolvidos apenas
utilizando-se o modelo de transfecgéo transiente. A Figura 4.7 permite analisar o perfil
de auto-ativacao nos residuos de fosforilagdo da TrkA j& descritos (Y490, Y674/675,

Y751 e Y785), tanto nas linhagens quanto em transfeccéo transiente.
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Figura4.7. Variagcdo da ativagdo de TrkA em linhagens celulares e de super expresséo utilizando-
se construcdes rato, quimera e rato L775C. As linhagens celulares que expressam as construcoes
rato, quimera e rato mutante L775C foram estimuladas ou hdo com NGF (70 ng/mL) por 5 e 10 minutos.
Lisados celulares foram foram quantificados utilizando-se Bradford e 70ug de proteinas (10% B-
mercaptoetanol) foram utilizados para SDS-PAGE e posterior transferéncia em membrana PVDF.
Anticorpos primarios anti pan TrkA total 1:2000 (ABCAM 76291), anti TrkA pY490 1:400 (ABCAM
85130), anti TrkA pY674/675 1:1000 (Cell Signaling Technology 4621), anti TrkA pY751 1:1000
(Invitrogen 44-1342G) e anti TrkA pY785 1:1000 (Cell Signaling Technology 4168) foram incubados
overnight e anticorpos secundarios 1:15000 IRDye LI-COR anti coelho 800CW e anti camundongo
680RD por 1 hora ao abrigo da luz. Membranas foram analisadas no equipamento Odyssey Imager e
imagens foram quantificadas com o software ImageStudio. Os sinais fosforilados foram normalizados
dividindo-se pelo respectivo total (gel espelho) e as razbes foram representadas graficamente
utilizando-se GraphPad Prism 6. (A) Ativacdo de linhagens e andlise de pY490, pY674/675 e pY785.
(B e C) Ativagdo de construcdes por transfeccdo transiente e andlise de pY674/675, pY751 e pY785

(B) e pY674/675 e pY751 (C).

Apesar de haver alguma variacdo nos resultados de ativacdo, cada imagem é

representativa de uma duplicata. Pode-se notar a tendéncia de ativacdo em todas as
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construcdes (rato, quimera e mutante rato L775C), porém com uma intensidade bem
inferior na construgdo quimérica. Isso confirma resultados anteriores de menor
ativacdo das tirosinas 490 e 674/675 (OMERBASIC et al., 2016), e traz uma nova
analise de tirosinas ainda ndo estudadas (751 e 785).

Com relacao ao perfil de ativacdo do mutante rato L775C, pudemos notar que
na maioria dos experimentos ele mostrou-se ligeiramente reduzido em comparacao a
TrkA de rato, mostrando um resultado um pouco diferente do que havia sido
demonstrado com o experimento de In-Cell. Com isso surgiu a necessidade de
analisar, atraveés de ferramentas computacionais, o real impacto que as mutacdes
poderiam gerar para serem direcionados aos estudos in vitro. Também mudamos a
abordagem de analise da ativacdo, ao observar apenas o perfil de ativacdo dos

substratos da TrkA (secdes posteriores).

4.5. Modelagem da interacdo com substratos indica a importancia
da Lisina 728 da TrkA de rato naligacdo a PLCy

Com auxilio do Dr Helder Veras Ribeiro Filho, pesquisador do Laboratério de
Biologia Computacional do LNBio/CNPEM, realizamos uma modelagem para verificar
0 impacto das mutacdes no contexto estrutural da TrkA com seus substratos,
especificamente a PLCy.

Os resultados obtidos (Figura 4.8) indicam a importancia do residuo de lisina
para interacao com a PLCy. Ao adicionar esse residuo onde ele é mutante na TrkA de
NMR (para um residuo de glutamina) obteve-se uma varidvel energética mais
favoravel. Ao analisarmos a natureza bioquimica desses residuos pode-se relacionar
a maior basicidade da lisina frente a glutamina, em uma regido de interacdo com

substratos onde residuos acidos estédo presentes (Figura 4.8e)
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Mutagio Alteracdo (dAaAEg)ergia Livre
Cys/Leu 0
GIn/Lys -1,22+/-0,04
PLCy
Tyr771: IGTAEPDYGALYEGR
Tyr783: EGRNPGFYVEANPMP

Figura 4.8. A localizagdo das mutacdes na TrkA de NMR e aimportancia do residuo de lisinaque
substitui a glutamina do NMR. (A-C) Em verde esté representada a TrkA de NMR, modelada por
homologia com o dominio quinase de FGF (PDB ID: 5EG3) utilizando-se o software YASARA. Em
vermelho estdo destacadas os residuos de amino&cidos que trabalhamos com mutagdes: em NMR os
residuos cisteina 774 e glutamina 727. (A) Visado frontal da TrkA em relacédo ao sitio catalitico. (B)
Rotacado de 90° da quinase. Observa-se o posicionamento do residuo de glutamina na face frontal, na
mesma do sitio catalitico, e do residuo de cisteina na face posterior da quinase. (C) Representagéo do

binding com PLCy (magenta), onde pode-se notar a proximidade da glutamina com esse substrato na
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regido de fosforilacdo da Y771. (D) Balango energético resultante das mutacdes utilizando-se o

software FoldX. (E) Sequéncia dos peptideos que contém as tirosinas 771 e 783, no C-SH2 de PLCy.

A partir desses dados pudemos nos direcionar melhor ao dar continuidade as
analises de ativacdo de acordo com os residuos de aminoacidos mutantes
encontrados na TrkA de NMR. Até entdo ndo haviamos obtido um resultado
satisfatorio que provasse a hipofuncionalidade da proteina alvo ao analisar a mutacéo
de L/C. Os resultados anteriores sugerem que pode n&o haver nenhuma outra
interacdo com outras proteinas ou alguma outra regido da TrkA através de potenciais
novas pontes dissulfeto formadas pela inser¢cdo da cisteina. Esse ultimo resultado
confirma que além disso ndo existe qualquer efeito esperado no binding de um
substrato importante na sinalizacdo da dor, a lipase PLCy, tanto pela sua distancia
espacial quanto por célculos tedricos de energia. Lembrando que nossos dados
sugerem que a ativacdo da PKC, que se da via PLCy € menor na TrkA de NMR quando

comparada a TrkA de rato.

4.6. A ativacao de PLCy é alterada ao realizar mutacéo na Lisina 728
por Glutamina

Obtendo-se esse resultado promissor de que haveria mudanca na ativacéo da
TrkA pela mutacéo da lisina 728 (uma glutamina na posi¢cao 727 em NMR), pudemos
analisar se nos ensaios celulares os célculos concretizariam o fenémeno. Como citado
anteriormente, pela variacdo dos anticorpos usados para analise da auto ativacdo da
TrkA (anticorpos anti pY490, 674/675, 751 e 785), nossa estratégia foi de analisar a

ativacao dos proprios substratos: PLCy (Figura 4.9) e ERK1/2 (Figura 4.11).
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Figura 4.9. A mutacao de lisina para glutamina na TrkA de rato reduz a ativacdo de PLCy e a
reversdo da mutacado —trocapor lisinaem NMR aumenta a ativacdo do mesmo substrato. Células
HEK?293 foram transfectadas seguindo o protocolo de transfec¢éo transiente com as construcfes de
TrkA de rato, rato mutante K728Q, quimera e quimera mutante Q727K. Antes da ativacao as células
foram carenciadas de soro overnight e foi utilizado 100 ng/mL de NGF por 5 e 10 minutos, excetuando-
se o controle em que ndo houve utilizacdo do agonista. 70 ug de proteinas (10% B-mercaptoetanol)
foram utilizadas para performance de SDS-PAGE e posterior transferéncia para incubacdo dos
anticorpos anti PLCy pY783 1:1000 (Cell Signaling Technology 2821), anti PLCy total 1:1000 (Cell
Signaling Technology 2822) e anti TrkA total 1:2000 (ABCAM 76291); e anticorpos secundarios LI-COR
IRDye anti coelho 800CW e anti camundongo 680RD. Imagens obtidas pelo Odyssey Imager e

guantificacdes realizadas no ImageStudios.

Podemos observar com esse experimento que de fato a ativacdo do substrato
PLCy apresentou uma reducdo quando troca-se o aminoacido lisina por glutamina na
TrkA de rato, observando-se a reducédo da fosforilagdo da tirosina 783 do substrato.

Ao reverter a mutagdo, trocando-se o aminodcido glutamina pela lisina na porgéo
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quinase da TrkA de NMR, podemos ver um aumento da ativacdo em relagdo a
construgcdo sem mutante, 0 que sugere uma reversao no efeito observado no mutante
de rato. Esse experimento foi repetido apenas no tempo 5 minutos com NGF e
também foi testado um outro substrato a jusante na via com mesmo tempo de

ativagcdo, ERK1/2 (Figura 4.10).
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Figura 4.10. A mutacéo de lisina para glutamina em rato diminui a ativagdo de PLCy e ERK e a
reversdo em quimera ndo ocorre com ERK. Células HEK293 foram transfectadas seguindo o
protocolo de transfeccao transiente com as constru¢des de TrkA de rato, rato mutante K728Q, quimera
e quimera mutante Q727K. Antes da ativac@o as células foram carenciadas de soro overnight e foi
utilizado 100 ng/mL de NGF por 5 minutos, excetuando-se o controle em que n&o houve utilizagéo do
agonista. 70 ug de proteinas (10% B-mercaptoetanol) foram utilizadas para performance de SDS-PAGE
e posterior transferéncia para incubagdo dos anticorpos anti PLCy pY783 1:1000 (Cell Signaling
Technology 2821), anti PLCy total 1:1000 (Cell Signaling Technology 2822), anti ERK pY204 (1:500)
(Santa Cruz 7976) e ERK 1/2 (MK1) total 1:500 (Santa Cruz 135900); e anticorpos secundérios LI-COR
IRDye anti coelho 800CW, anti cabra 800CW e anti camundongo 680RD. Imagens obtidas pelo

Odyssey Imager e quantifica¢des realizadas no ImageStudios.
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Temos a confirmagdo, embora bem sutil do efeito observado na Figura 4.10,
em que a mutacao de lisina diminui a ativagao de PLCy em rato e a reversdo em NMR
muito sutilmente reverte o efeito. Com relagéo ao substrato ERK, pode-se notar que
tanto o mutante de glutamina em rato e lisina em NMR diminuem sua ativagao,
carecendo-se de uma repeticdo do experimento, que infelizmente nao foi possivel
devido a problemas externos.

Apesar de a modelagem de binding representada na Figura 4.9 se tratar da
interacdo da TrkA com a tirosina 771 de PLCy, por falta desse anticorpo especifico
estamos vendo indiretamente a ativacéo, por outra tirosina. A modelagem com relacao

a interagdo da Y783 em PLCy encontra-se na Figura 4.11.
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Figura 4.11. A mutacdo Q727K em NMR n&o impacta diretamente na auto-ativacédo da TrkA via
Y674/675, nem no binding com PLCy via Y783. Modelagem utilizando-se 0 mesmo molde anterior, a
TrkA de NMR, modelada por homologia com o dominio quinase de FGF (PDB ID: 5EG3) utilizando-se
o software YASARA. Em vermelho esta destacado o residuo de amino&cido glutamina 727, em
magenta um trecho da PLCy. (A) Modelo de dimerizacdo da TrkA de NMR baseada no dimero da TrkA
humana (também modelada anteriormente), destacando-se a referida mutacéo; em bastdes laranja
demarcado com circulo estid representado um &cido glutdmico na cadeia lateral da TrkA. (B)

Modelagem da TrkA de NMR interagindo com peptideo que representa a regido da PLCy humana que
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é fosforilada na posigdo Y783. (C) Balanco energético resultante das mutacdes utilizando-se o software

FoldX.

Como ja discutido anteriormente com relacdo aos resultados de Western blot,
pudemos analisar apenas a fosforilagdo da Y783 de PLCy, que indicou certa
mudanca, apesar do balanco energético (Figura 4.11) indicar muito pouco impacto e
sua posicdo estar distante do peptideo indicado. Pode-se pressupor que a ativacéo
observada na Y783 seja resultado indireto de ativacdo global da PLCy, que deve
ocorrer também na Y771. Além disso, na interacdo da TrkA e PLCy de NMR, a ultima
proteina pode se estender além do que esta representado na modelagem, ocupando
uma posicao mais favoravel da interacao.

Outra consideragcédo acerca dessa mutacdo é o impacto na auto-ativacao da
TrkA. Essa ativacdo nao foi analisada por western blot, porém pode-se notar pela
distancia e pelo célculo de energia de interacdo que nada mudaria também. No
entanto, nota-se em destaque um acido glutamico que poderia se mover e acomodar-
se proximo da lisina, no caso de um mutante de NMR, facilitando a afinidade e

aumentando a atividade da TrkA (Figura 4.11A).
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5. Discussao

O fato que motivou o desenvolvimento desse trabalho foi a atual crise de
opioides, que agora é classificada como epidemia, que ocorre atualmente em paises
desenvolvidos (principalmente os Estados Unidos) (DEWEERDT, 2019). O uso de
opioides, mesmo que de maneira licita como morfina ou fentanyl no tratamento de
doencas terminais como cancer tem levado a tolerancia e a uma tendéncia em procura
por uso recreativo, o que torna a procura por ilicitos, como a morfina se tornar um vicio
e levar a overdose (DEWEERDT, 2019; DUNN et al., 2010). Por mais que hajam
outras alternativas terapéuticas como os NSAIDs, a busca pelo tratamento da dor tem
se tornado um foco de grande interesse na pesquisa, sendo um objetivo a longo prazo
a ser elaborado com inicio nesse trabalho. Os grandes motivos que levam a essa
busca surgiram desde que a dor comecou a ser classificada como um problema que
necessita de maiores cuidados, e as drogas utilizadas em seu tratamento tiveram as
consequéncias ja citadas que levaram a atual crise.

Surpreendentemente, apenas na 722 Assembleia de Saude Mundial
(Organizacdo Mundial de Saude), em maio de 2019, a dor cronica foi indicada para
entrar na categoria “Sintomas, Sinais ou Achados Clinicos” do CID-11 (112 edicdo da
Classificacdo Internacional de Doencas) (RODRIGUEZ, 2019). Isso confirma a
crescente necessidade de abordagem da dor na sociedade, que no Brasil atinge de
maneira crénica 37% da populacéo (SBED, [s.d.]).

Essa dissertacdo buscou explorar o contexto de dor no rato toupeira pelado,
apos estudos chamarem a atencdo sobre a auséncia desse fendmeno nesse
organismo, com indicios sobre caracteristicas moleculares que envolvem as proteinas

TrkA e TRPV1 (OMERBASIC et al., 2016). O rato toupeira pelado é um organismo
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modelo para estudo de envelhecimento, e apresenta caracteristicas marcantes sobre
sobrevivéncia em escassez de oxigénio e resisténcia a cancer (BUFFENSTEIN, 2005,
2008; LEWIS; RUBINSTEIN; BUFFENSTEIN, 2018). Ao analisar o comportamento
desses roedores em relacdo a estimulos dolorosos em contextos de hiperalgesia
térmica e alodinia mecanica, surgiram evidencias de que canais idnicos envolvidos no
mecanismo de dor, incluindo-se ASICs e TRPV1, poderiam estar envolvidos nesse
fendmeno de auséncia de dor (PARK et al., 2008a; SCHUHMACHER; SMITH, 2016).
Por fim, num estudo de 2016 ao analisar-se o funcionamento correto do TRPV1 de
NMR, os pesquisadores investigaram elementos a montante na via de transducgéo de
sinal e chegaram ao dado de que o dominio quinase da TrkA desse organismo possui
mutagbes pontuais em residuos de aminoacidos muito conservados em outros
mamiferos (OMERBASIC et al., 2016). Isso serviu de hipdtese para esse trabalho, em
gue uma investigacao a nivel molecular de ativacdo dessa proteina se fez necessaria,
incluindo-se os referidos aminoacidos como mutacées na proteina de um organismo
gue transduz corretamente o sinal da dor. Nesse estudo investigamos o papel das
mutacgdes L775C e K728Q em rato, e a reversao C774L e Q727K em NMR.

A TrkA é uma proteina transmembranar, constituida de uma tirosina quinase
acoplada ao receptor extracelular de alta afinidade por NGF. O fator de crescimento
neural foi o primeiro fator de crescimento descrito por Rita Levi-Montalcini (Nobel de
Fisiologia ou Medicina de 1986). Pertence a classe das neurotrofinas, que
compreende também BDNF, NT-3 e NT-4/5, e foi descoberto como um fator difusivel
gue estimulava o crescimento neuronal a partir de tumores num contexto embrionario
de galinhas (LEVI-MONTALCINI; HAMBURGER, 1953). Os fatores neurotréficos séo
secretados como proteinas precursoras, que possuem afinidade reduzida pelos

respectivos receptores, porém aumentada por um receptor genérico (p75NTR) que se
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associa a outros receptores determinando o destino celular (normalmente apoptose
ao associar-se com sortilina) (KUMAR; MAHAL, 2012; ROUX; BARKER, 2002). Ao
serem processados por convertases e serem clivados, os fatores neurotréficos
maduros associam-se com maior afinidade aos receptores TrkA, TrkB e TrkC,
respectivamente NGF, BDNF e NT-4/5, e NT-3 (HEFTI et al., 2006).

Nosso estudo é voltado diretamente pela funcdo da TrkA, devido ao fato do
dominio quinase dessa proteina em NMR ser ligeiramente diferente dos demais
organismos. Com isso, esse trabalho tratou-se apenas de analisar as interacdes e
ativagdes das vias relacionadas ao par TrkA/NGF. A TrkA foi identificada durante os
primeiros estudos sobre oncogenes, sendo caracterizada como uma glicoproteina de
massa 140kDa quando totalmente glicosilada, que possui atividade tirosina quinase e
estava acoplada a uma sequéncia truncada de tropomiosina (MARTIN-ZANCA et al.,
1989). A proteina possui sua total atividade quando esta totalmente glisocosilada
devido a sua localizacdo na membrana plasmatica, podendo atuar como um receptor
de fatores exdgenos (MARTIN-ZANCA et al., 1989).

Com relacdo ao dominio quinase, ao ser ativado por seu receptor, a TrkA
promove a fosforilacdo dos residuos tirosina 490, 674/675, 751 e 785 (posi¢cdes
relativas a proteina humana), criando-se sitios de ancoragem pelos diversos
substratos (SHC, PI3K e PLCy nas posi¢cdes 490, 751 e 785, respectivamente)
(BONNINGTON; MCNAUGHTON, 2003). Até entdo havia sido estudada a ativacéo
da TrkA em NMR através da fosforilacdo dos residuos Y674/675 e Y490, para
investigacdo da auto-ativacdo da TrkA e da via de ERK (a jusante de SHC)
(OMERBASIC et al., 2016). Esse trabalho buscou investigar todos os sitios que est&o
envolvidos nas vias, para ter um entendimento claro se a mutacdo desses residuos

afeta alguma via especifica ou as intera¢gées como um todo.
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Outro componente molecular importante da via, como ja descrito, € o TRPV1,
um canal iénico que ao ser ativado permite o influxo de cétions e despolariza o
nociceptor, levando-se a sensibilizacdo da dor (CHUNG; JUNG; OH, 2011; HEFTI et
al., 2006). O TRPV1 possui uma ativacao direta, causada pela capsaicina, acidez e
temperatura elevada, além de uma ativacdo indireta causada por espécies
moleculares presentes na via da TrkA, destacando-se segundos mensageiros da PKC
ou a prépria mudanca na composicao lipidica (clivagem do inibidor basal PIP2), apés
atividade lipase de PLCy (CHUANG et al., 2001). As vias que iniciam-se pela
ancoragem de SHC e PLCy levam a ativacdo da PKC, sendo importante além do
estudo da lipase, também o estudo de ERK, uma proteina mais a jusante de SHC.
Isso evidencia a importancia do estudo ndo s6 da auto ativacao da TrkA (tirosinas 490,
674/675, 751 e 785), como também da ativacdo dos substratos.

Com isso nossa estratégia foi, além de analisar o padrdo de ativacdo por
fosforilacdo da TrkA com dois métodos de imuno-ensaio (In-Cell e Western blot),
também da PLCy e ERK. Além dos ensaios de ativagdo por modificacdo poés
traducional, buscamos uma estratégia que demonstrasse, pela translocacao para a
membrana de PKCp, analisar sua ativacao via NGF/TrkA.

As construcfes de mutantes (representadas na Tabela 5.1) foram geradas a
partir de mutagénese sitio-dirigida utilizando-se como molde DNAs que contém os
genes NTRK1 de rato e uma construcdo quimérica constituida da porcéo extracelular
de rato e transmembranar e quinase de NMR (OMERBASIC et al., 2016). Essa
proteina quimérica garante que os efeitos de atividade observados pela TrkA sé&o
decorrentes apenas de mudancas do dominio quinase, e ndo por variacdo ha

afinidade pelo agonista.
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Rato NMR Tipo de Alteragao
Leu775 Cys774 Apolar/Polar
Lys728 GIn727 Basico/Polar

Tabela 5.1. Destaque da natureza das mutacdes estudadas no trabalho.

Tomamos como ponto de partida a constru¢cdo da mutacdo L775C devido a
natureza quimica do aminoéacido cisteina que esta presente em NMR e ndo nos
demais organismos. Acreditamos que isso poderia conferir uma interagdo a mais na
TrkA de NMR de maneira intramolecular ou com alguma outra proteina, o que afetaria
a atividade do nosso objeto de estudo. Utilizamos a metodologia de SDS-PAGE com
amostras nao reduzidas e com o inibidor de crosslink via cisteina o reagente NEM
(LEI; CHEN; MERCADE -PRIETO, 2016). Com isso, espera-se observar as proteinas
totalmente desnaturadas no gel redutor pela acdo do -mercaptoetanol, e possiveis
dimeros ou crosslinks mantidos através de pontes dissulfeto no nao redutor. A
alquilacao irreversivel promovida por NEM em grupos tiois livres garante que as
interacdes existentes nas amostras nao redutoras sao apenas fruto de crosslink no
contexto natural da proteina. Nosso resultado ao realizar esse experimento mostra
gue ndo houve mudanca no tamanho das bandas observadas em relacéo ao controle
de amostras reduzidas, sugerindo que nao houve interacdes exclusivas das
construcfes que possuem a cisteina.

Para conferir a expresséo da proteina nas células HEK293 utilizadas no estudo
além de Western blot, realizamos um ensaio de imunofluorescéncia em que pudemos
observar a localizacdo do sinal relativo a TrkA na regido membranar das células que
foram transfectadas. As células controle que ndo expressam TrkA ndo foram

marcadas, e em comparacado com a marcacao nuclear (DAPI), pudemos concluir que
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nosso sistema foi montado corretamente, e podemos ter a TrkA expressa nessas
células em sua forma mais proxima do natural.

Para termos pistas sobre a ativagao das vias, testamos uma metodologia que
observa através da translocacdo de PKC para a membrana, a sua ativacgao.
Incialmente, utilizando um microscopio de fluorescéncia, testamos o funcionamento
dessa metodologia ativando células HEK293 que foram transfectadas
transientemente com PKCB-GFP apds ativacdo com PMA. Com 0 sucesso desse
experimento pudemos utilizar essa sonda como ferramenta para analisar o
funcionamento do nosso sistema, a partir da ativacdo da TrkA por NGF. Para obter-
se uma resolucdo melhor e realizar uma possivel cinética de ativacdo da via,
utilizamos a microscopia TIRF, que permite analisar em tempo real a variacdo da
fluorescéncia na célula apds ativacdo. Com isso pudemos observar que a
translocacdo de PKC para a membrana ocorreu num tempo de até 10 minutos
utilizando-se NGF em uma linhagem que expressa TrkA de rato, e ndo ocorreu em
uma linhagem que expressa TrkA de NMR nesse mesmo periodo. Isso corrobora
dados da hipofuncionalidade da TrkA de NMR ja reportado por western
blot(OMERBASIC et al., 2016).

Em seguida, através de analises de Western blot pudemos analisar a ativacao
da TrkA a partir da fosforilacdo das tirosinas em seu dominio quinase. Iniciamos com
o0 método in-cell por ser potencialmente mais facil de quantificar em um modelo de
ativacdo ou inibicdo diretamente nas células aderentes fixadas pés tratamento
(PANDRE et al., 2018). Como o modelo celular utilizado consiste de células (HEK293)
gue perdem adesao muito facil e o método in-cell consiste de varios tratamentos e
pipetagens, julgamos nao ser totalmente confiavel para o presente estudo. No entanto,

o resultado obtido pode fornecer uma nocao inicial de que duas mutacgdes na TrkA de
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rato (L775C e K728Q) alteram ligeiramente a ativacdo da proteina a nivel de
fosforilagbes nas tirosinas 674/675 e 785.

Devido as restricbes encontradas no método in-cell, seguimos analisando
através de Western blot tradicional as fosforilagbes de auto ativacdo da TrkA.
Trabalhando inicialmente com linhagens, tivemos um problema de expressdo muito
mais elevada da construcdo quimérica frente a construcdo de TrkA de rato e o mutante
rato L775C. Para conferéncia acerca da composicdo genética do plasmideo fornecido,
sequenciamos as regioes dos ditos promotores pUC e CMV e identificamos que os
genes estdo inseridos no mesmo backbone, que contém os mesmo promotores. Com
iSso, a estratégia foi de abolir o uso de linhagens para experimentos de Western blot
e utilizar apenas transfeccao transiente.

Os resultados obtidos tanto analisando-se linhagens e posteriormente as
construcdes com transfeccéo transiente, notamos uma sutil mudanca na ativacéo da
TrkA quando inserimos as mutacdes na TrkA de rato quando observamos as
mutacdes isoladas. Uma hipotese que deve ser testada em continuidade do estudo é
a combinacdo das mutacdes, talvez ao realizar o duplo mutante podemos observar
um resultado mais conclusivo.

Para agregarmos mais variabilidade na andalise do impacto das mutacdes,
resolvemos utilizar ferramentas computacionais de modelagem, em que foi feita uma
simulacao de interagdo com a PLCy, um substrato importante que abrange tanto TrkA
guanto TRPVL1. Foi concluido com essa andlise que apenas a mutacao de glutamina
tem o potencial de causar uma mudancga na ativagao de PLCy, sendo que na estrutura
da TrkA esse residuo localiza-se numa regido de interacao critica com a lipase. Além
da proximidade espacial da lisina (antes da mutac&o), a natureza quimica desse

residuo é muito importante na afinidade de ligacdo das duas proteinas. Na regido em
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qgue TrkA fosforila as tirosinas de seus substratos, estdo presentes uma maior
guantidade de aminoacidos &cidos, sendo necessaria para uma energia mais
favoravel de binding a presenca de aminoacidos basicos na prépria TrkA. Como em
NMR ocorre a mutacdo de um residuo basico conservado (lisina) por uma glutamina
(aminoécido polar com menor carater basico), isso leva a uma menor afinidade para
a realizacao da interacao necessaria.

Por fim, tendo em mente a importancia da mutacéo lisina/glutamina, analisamos
por ativagdo dos substratos (fosforilagdo de PLCy e ERK) o impacto dessa mudanca
nas TrkA de rato e NMR. Novamente de maneira sutil pudemos obter uma diminuicéao
da ativagado de PLCy e ERK quando efetuamos a troca de lisina por glutamina em rato,
e observamos a reversdo em NMR quando trocamos glutamina por lisina apenas em
PLCy. A analise da ativacao de ERK constou-se reduzida tanto na mutacao de rato
guanto na reversao da quimera mutante. De fato Omerbasic e colaboradores (2016)
observaram uma menor ativacdo da via da ERK na TrkA quimera (OMERBASIC et al.,
2016), que pode ser indicativo de uma diminuicdo da fosforilagdo da Y490 e SHC ou
da ativacao da via da PLCy pois ambas as vias levariam a ativacdo da ERK. Além
disso, como vimos, a ativacdo da PKC pelo NGF é mais lenta mediada pela TrkA do
NMR do que pela de rato. Isso também indica que a hipofuncionalidade da TrkA pode
ser via a ativacao da PLCy.

Complementando-se, ao analisar modelagens em que ocorre a interacédo de
dimerizacao da TrkA ou interacdo com PLCy, inserindo-se a lisina em NMR mutante,
podemos analisar dois pontos: a lisina pode interagir com um acido glutamico na
cadeia lateral do outro mondémero de TrkA e aumentar a afinidade (o que n&o ocorreria

com tanta estabilidade se houvesse a glutamina selvagem); a regido de interacédo da
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PLCy poderia se estender para a regido onde esta presente a lisina e facilitar o
binding.

Com esses resultados de ativagdo ndo conseguimos concluir em definitivo se
existe uma mutacdo pontual que é suficiente para gerar hipofuncionalidade da TrkA
em NMR. Para continuidade no estudo seria necessaria a construcao de duplos
mutantes, que juntos poderiam interferir mais na estrutura da TrkA ou na interagéo
com seus substratos.

Outro ponto a ser levado em consideracao para futuros estudos relaciona o que
ja vem sendo descrito acerca da importancia da porcdo transmembranar para a
estabilizacdo do dimero de Trks, algumas vezes até na auséncia de fatores
neurotroficos (AHMED; HRISTOVA, 2018; FRANCO et al., 2019). Isso nos levou a

guestionar a comparacao dessa estrutura em NMR e demais organismos (Figura 5.1).

393 *
rato NYTLLAANPYGQAAASTIMAAFMDNPFEFNPEDPIPVSFSRVDTNSTS EKKDETPFG 420
camundongo NYTLLAANPYGQAAASVMAAFMDNPFEFNPEDPIPVSFSPVDGNSTS VEKKDETPFG 420
nmr NYTLLAANPLGQASDSIMAAFMENPFQFNPEDPIPVSFPRVDTNSTSGHPVEKRDDTPEFG 419
humano NYTLLAANPFGQASASIMAAFMDNPFEFNPEDPIPVSHE !VDTNSTSF?;VL DETPFG 417
hokkhkhkhkhh hhkhk: hokkkhkkshhkkshkhhkrkkdk Kk kkkk|  kkkiko s kkkk
rato VSVAVGLAVSAALFLSALLLVLNKCGQRSKFGINRP, EDGLAMSLHFMTLGGSSLS 480
camundongo VSVAVGLAVSAALFLSALLLVLNKCGQRSKFGINRP. EDGLAMSLHFMTLGGSSLS 480
nmr VSVAVGLAVFACLFLSALLLVLNKCGOQRNKFGINRP. EDGLAMSLHFMTLGGSSLS 479
humano VSVAVGLAVFACLFLSTLLLVLNKCGRRNKFGINRP. EDGLAMSLHFMTLGGSSLS 477
hkkkkhkhkhh Kk hhhkohhhhkhkhhhkk ok hhhkhkkkk ok ok ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok
rato PTEGKGSGLQGHIMENPQYFSDTCVHHIKRQDIILKWELGEGAFGKVFLAECYNLLNDQD 540
camundongo PTEGKGSGLOQGHIMENPQYFSDTCVHHIKRODIILKWELGEGAFGKVFLAECYNLLNDQD 540
nmr PAKGKGSGLQGHI IENPQYFSNTCVHHIKRRDIVLKWELGEGAFGKVFLAECHSLLPEQD 539
humano PTEGKGSGLQGHI IENPQYFSDACVHHIKRRDIVLKWELGEGAFGKVFLAECHNLLPEQD 537
Kk kkkkkhhk e kkkhk kK KhKKkhkhkkehk s khAhkhkhkhkhhhhhhrrkrhkhs *% %%
500

Figura 5.1. Alguns residuos conservados em rato, humano e camundongo possuem mutacgao
em NMR na regido transmembranar. Utilizando-se para construcdo do alinhamento as sequéncias
de TrkA de rato (NP_067600.1), camundongo (NP_001028296.1), NMR (XP_004871305.1) e humana
(BAA34355.1), baseando-se na vizinhanca do éxon designado para expressdo da regido estrutural
transmembranar (éxon 11) (LUBERG et al., 2015). Em negrito encontra-se a regido traduzida dos éxons

9, 10, 11 e 12, normalmente referida como justamembranar, sendo em preto a por¢do extracelular;
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vermelho, a porcdo que corresponde a estrutura transmembranar contida no éxon 11; e azul,
intracelular. Os retangulos vermelhos indicam residuos que sdo mutantes apenas em NMR. * inicio da
proteina exclusiva de NMR na construgcdo quimera usada nesse trabalho, que esta destacada também

em sombreado avermelhado.

Ao analisar o alinhamento, dentre os aminoacidos destacados que sao
exclusivos do NMR, os que realmente poderiam gerar algum impacto seriam as trocas
S398P, D408H, T481A e D501N, devido a mudanca importante no carater bioquimico
de suas cadeias laterais. As duas primeiras ocorrem na porcao extracelular e as duas
Ultimas na porcéo intracelular que antecede o dominio quinase. Essas mutacdes
poderiam interferir e colaborar para uma mudanca de funcéo da proteina e devem ser
objeto de estudo no futuro. Nossas constru¢des contém os dominios transmembranar
seja de Rato na TrkA de rato ou do NMR da TrkA quimera, o que deve ser considerado
para estudos subsequentes.

E extremamente importante elucidar os mecanismos de ativac&o ou interacao
com substratos da TrkA, visto que sua terapéutica na dor pode ser promissora.
Terapias baseadas no antagonismo de NGF ja sdo descritas com poder analgésico,
porem ao bloquear-se o fator neurotrofico em si pode-se comprometer seu papel na
manutencao do sistema nervoso, ndo apenas no contexto de dor. A investigacao da
TrkA como alvo terapéutico pode sanar esse problema, permitindo-se a ativacao por
NGF, mas interferindo-se em interacdes especificas da quinase. Como ela possui
varios sitios e substratos possiveis, cada um pode ser analisado de uma vez, sem
causar maiores danos a vias nao relacionadas a dor.

Concluo, portanto, salientando que essa pesquisa pode facilitar na busca do
desenvolvimento de novos analgésicos ndo opioides, investigando-se o potencial

papel da TrkA como drug lead. As andlises moleculares presentes nesse trabalho dao
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um passo inicial guiando-se para o entendimento dos papeis de amino&cidos
especificos, baseado na insensibilidade & dor do NMR, que podem interferir na
estrutura e interacdes da TrkA com demais proteinas influenciando seu papel

fisiologico.
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6. Conclusdes

O objetivo principal dessa dissertacdo foi identificar as mutagdes pontuais que
levam a uma hipofuncionalidade da TrkA do NMR. No total encontramos quatro
residuos de aminoacidos diferentes no dominio quinase da TrkA de NMR em
comparacao com demais mamiferos que apresentam significativa conservacao.

A primeira hipotese foi de que o residuo de cisteina, presente exclusivamente
em NMR, poderia interferir no papel de quinase por interacées proteina-proteina
inexistentes em organismos sem esse aminoacido. Sem sucesso na resolugéo dessa
hipétese pela auséncia de quaisquer espécies que interagem num contexto nao
redutor, buscamos analisar o padrdo de auto-ativagcdo nos residuos tirosinas que
ativam a TrkA.

Os resultados relacionados a auto-ativagdo nao indicaram mudancas
significativas quanto a mutacdo em rato L775C. Isso levou a necessidade de uma
busca mais robusta para dar continuidade aos estudos com outra mutacao. Um estudo
por modelagem indicou que a mutacdo em rato K728Q geraria um impacto na
interagao de TrkA com um dos seus substratos, a PLCy.

Com isso, ao realizar Western blot para verificacdo de ativacao dos substratos
através de suas fosforilagcbes pudemos notar uma discreta reducdo na ativacéo de
PLCy e de ERK, e uma reversdo em PLCy quando se troca a glutamina de NMR pela
lisina.

Também pudemos investigar por translocacdo da PKCB-GFP para a membrana
apos ativacao com NGF em células que expressam TrkA exdgena, que a TrkA de rato

possui uma cinética de ativacdo mais rapida comparando-se com a de NMR. Esse
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resultado corrobora os encontrados em Western blot, em que a ativagao da quimera
também apresenta-se reduzida em comparacdo com a de rato.

Com relacdo ao que ja esta sendo investigado no que diz respeito ao NMR,
pudemos nos aprofundar no entendimento da ativagdo da TrkA desse organismo
através do padrao de fosforilacdo de todas as tirosinas-chave da proteina.
Corroboramos os achados de Omerbasic e colaboradores a respeito da reducao de
fosforilagdo de quimera nos sitios 674/675 e 490 e nos aprofundamos nas Y751 e
Y785. Além disso fomos além na investigacdo dos mutantes e também de vias a
jusante da TrkA.

Acreditamos, por fim, que haja um impacto bioquimico a presenca dessas
mutagdes combinadas, e ndo isoladas, ou do dominio transmembranar, podendo levar
a mudancas conformacionais na proteina e interferindo no seu papel enzimatico.
Compreendendo-se estrutural e bioquimicamente o que inibe a atividade da TrkA do
NMR podera nos auxiliar a desenvolver novos analgésicos ndo opioides, deixando em

evidencia a importancia da TrkA como um potencial drug lead nessa area.
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