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RESUMO

Implementacdo de ensaios para o rastreamento de novas drogas e
prospeccdo de peptideos que tenham como alvo o receptor
do fator de crescimento neural

O processo de nocicepcao pode ser caracterizado como uma sensacao que
€ capturada e transmitida por neurdnios periféricos (nociceptores), sensacao esta
gue pode se originar de um estimulo nocivo (térmico ou mecéanico) ou de uma
condicdo patologica. As células nervosas responsaveis por capturar o estimulo
nocivo sdo conhecidas como nociceptores e sdo ativadas por diversos fatores,
dentre eles o fator de crescimento neural (NGF - nerve growth factor) secretado
por células inflamatérias. O NGF ap0s ser liberado se liga a um receptor de alta
afinidade presente na membrana dos nociceptores, a Tropomyosin-related kinase
A (TrkA), que também possui uma porcao intracelular com atividade de tirosina
quinase. A ligacdo do NGF a TrkA leva a ativacdo de diversas vias de sinalizacéo
de acao neurotrofica. Além disso, atividade do NGF se associa a dor por meio da
ativacdo da via da PLCy o que resulta na despolarizacdo dos nociceptores e na
transmissao deste sinal para o cérebro onde é compreendido como dor.

Com intuito de monitorar a atividade da TrkA, padronizamos um ensaio de
placa capaz de detectar a ativacdo da TrkA em linhagens celulares estaveis.
Utilizando este ensaio demonstramos a ativacao da TrkA pelo NGF assim como
sua inibicdo na presenca de um inibidor comercial. Em outra frente deste trabalho
também conseguimos selecionar por meio da metodologia de Phage display um
peptideo capaz de se ligar a porcao receptora da TrkA (NGFR). Este peptideo se
liga especificamente a TrkA de rato e humana, nédo se ligando a demais quinases

da familia das Trk’s (TrkB e TrkC).



Estudos posteriores determinardo se o peptideo possui algum efeito no
processo de nocicepcgao.

Palavras chave: Dor, TrkA, NGF, NGFR, Ensaio, Peptideo e Phage display.



ABSTRACT

Implementation of assays for screening new drugs and prospecting for
peptides that target the neural growth factor receptor

The nociception process can be characterized as a sensation that is
captured and transmitted by peripheral neurons (nociceptors), a sensation that can
originate from a noxious stimulus (thermal or mechanical) or from a pathological
condition. The nerve cells responsible for capturing the noxious stimulus are known
as nociceptors and are activated by several factors, including nerve growth factor
(NGF) secreted by inflammatory cells. After NGF is released, it binds to a high-
affinity receptor present on the membrane of nociceptors, Tropomyosin-related
kinase A (TrkA), which also has an intracellular portion with tyrosine kinase activity.
Binding of NGF to TrkA leads to the activation of several signaling pathways of
neurotrophic action. Furthermore, NGF activity is associated with pain through the
activation of the PLCy pathway which results in the depolarization of nociceptors
and the transmission of this signal to the brain where it is understood as pain.

In order to monitor TrkA activity, we standardized a plaque assay capable
of detecting TrkA activation in stable cell lines. Using this assay, we demonstrated
the activation of TrkA by NGF as well as its inhibition in the presence of a
commercial inhibitor. On another front of this work, we were also able to select,
through the Phage display methodology, a peptide capable of binding to the
receptor portion of TrkA (NGFR). This peptide binds specifically to rat and human
TrkA, not binding to other kinases of the Trk family (TrkB and TrkC). Further studies
will determine whether the peptide has any effect on the nociception process.

Key words: Pain, TrkA, NGF, NGFR, Assay, Peptide and Phage display.
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1.1

1. INTRODUCAO

Dor e nocicepcgéo.

A dor € um estimulo sensorial que tem um papel primordial para a
sobrevivéncia, visto que € uma sinalizagdo associada a um potencial dano,
podendo ser classificada temporalmente em aguda ou cronica. A dor aguda ocorre
por um periodo determinado, sendo decorrente de uma lesdo ou doenca, ja a
cronica se repete ou se estende ao longo do tempo sendo considerada uma
doenca propriamente dita. A dor ainda pode ser classificada, de acordo com sua
origem, em nociceptiva, neuropética e psicogénica, (KLAUMANN, P. R. And
WOUK, A. F. P. F, 2008; CHENG, J.K. and R.R. Ji, 2008;).

A dor nociceptiva é o principal canal de defesa do organismo sendo
classificada em visceral ou soméatica. A dor visceral € percebida nos 6érgaos
internos, articulacbes e o0ssos. A dor somatica se da como um contato mais
superficial tendo origem e se propagando ao nivel da pele, tecidos intermediarios
e mucosas (TEIXEIRA, M.J 2001, PEREIRA, W.B 2013).

A circuitaria nervosa responsavel pela percep¢éo da dor nociceptiva se da
através de neurdnios nociceptivos periféricos de primeira ordem, conhecidos como
nociceptores. As terminacdes dessas células nervosas encontram-se dispersas
anatomicamente, haja vista a necessidade de se detectar os estimulos lesivos por
toda a extensao do corpo (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os nociceptores podem ser ou ndo mielinizados, sendo ainda classificados
em fibras do tipo Ad ou C. Fibras Ad sdo mielinizadas, sendo caracterizadas como
fibras que conduzem de forma mais rapida o estimulo elétrico. Ja as fibras do tipo

C sao desmielinizadas e por consequéncia conduzem o estimulo elétrico de forma
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mais lenta. As fibras C ainda se subdividlem em duas classes distintas quanto a
sua neuroquimica: classe peptidérgica e ndo peptidérgica. A classe peptidérgica
ainda se subdivide no grupo das células que expressa a substancia P (peptideo
relacionado ao gene de calcitonina (CGRP)) e no grupo das células que expressam
o receptor de alta afinidade para o fator de crescimento neural (NGF). As células
da classe ndo peptidérgica ndo expressam nenhuma das espécies moleculares da
classe peptidérgica, porém sao positivas para isolectina B4 (IB4) (SNIDER;
MCMAHON, 1998).

Os corpos celulares dos neurbnios nociceptores sensoriais, encontram-se
em uma estrutura organizada denominada de ganglio da raiz dorsal (DRG). Na
medula espinhal, mais precisamente na substéncia cinza do corno da medula
(corno dorsal), sdo estabelecidas as conexdes sinapticas entre os neurdnios de
primeira ordem vindos da periferia e os neurbnios de segunda ordem cujas
terminacdes axonais se projetam, a partir da regido medular, para o sistema
nervoso central (SNC) em dire¢édo ao cortex cerebral. Estimulos elétricos iniciados
pelas células nociceptoras sao transmitidos para neurénios de segunda ordem e
destes para o sistema nervoso central, obtendo-se a nivel cortical a sensac¢éo de

dor. (Figura 1) (PLEUVRY; LAURETTI, 1996).
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1.2

Neuroquimica da dor (NGF, TrkA, TrkB, TrkC e TRPV1).

Os nociceptores peptidérgicos de primeira ordem ainda podem ser
analisados em relacdo a presenca de determinadas neurotrofinas: os que
dependem do fator de crescimento neural — do inglés Nerve Growth Factor (NGF),
0s que dependem do fator neurotréfico derivado do cérebro — do inglés Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF) e os que dependem das neurotrofinas tipo 3
- do inglés Neurotrophin type 3 (NT-3) e tipo 4 — do inglés Neurotrophin type 4 (NT-
4). Cada uma dessas moléculas se liga respectivamente a tirosina quinase A
(TrkA), a tirosina quinase B (TRKB) e a tirosina quinase C (TRKC) (TEIXEIRA, M.J

2001; PEREIRA, W.B 2013; CASTRO LOPEZ, J.M 2003).

O fator de crescimento neural (NGF), foi um dos primeiros fatores
neurotréficos a serem identificados, sendo responsavel pelo desenvolvimento e
manutencao de inervacdes sensoriais simpaticas. Sua descoberta se deu pelos
estudos desenvolvidos pela pesquisadora italiana Rita Levi-Montalcini, nos quais
foram observados os efeitos neurogénicos advindos do transplante de sarcomas
murinos ectdpicos em embrides de galinha (GSCHWIND; FISCHER; ULLRICH,
2004; LEVI-MONTALCINI et al., 1996). Tais descobertas laurearam a

pesquisadora com o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1986.

Para além de sua atividade neurogénica o NGF se mostrou como um
elemento relacionado com a ativagdo e expressdo de canais que fazem a
transdugcdo do estimulo mecéanico, canais estes que atuam sensibilizando
diretamente nociceptores periféricos na vida adulta, sendo o NGF um fator
importante para a percepcdo da dor (ROCHA, A. P. C 2009; KRAYCHETE, D. C
2008; INDO, Y 2018). Camundongos knockout para NGF apresentam reducao da

atividade sensorial nociceptiva e termoceptiva (Gudasheva, T. A 2015), em
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contraponto, modelos de dor inflamatéria em roedores apresentarem niveis
aumentados de NGF, atestando assim a relevancia deste fator como um
modulador nociceptivo (Ashraf, S., K. 2016). Os receptores TrkA e p75NTR se
mostram como mediadores da acé@o biologica do NGF e se caracterizam por
apresentarem, respectivamente, alta e de baixa afinidade pelo fator. O receptor
p75NTR é uma glicoproteina transmembranar chamada receptor de NGF de baixa
afinidade (Radeke et al., 1987; Chao, 1992 and Reichardt, 2006). No entanto, ainda
ndo esté claro se 0o modo de ligacéo de baixa afinidade do NGF ao receptor é capaz
de mediar todas as respostas biologicas deflagradas pelo fator. J& a (Tropomyosin
receptor kinase A (TrkA)) € um receptor constituido de uma porgéo extracelular que
se caracteriza como o receptor de alta afinidade para o NGF, estando essa
estrutura receptora (extracelular) acoplada por um dominio transmembranar a uma

porgao intracelular com atividade de tirosina quinase.

Em aspectos de classificacdo a TrkA compBe uma familia de tirosino
guinases de membrana genericamente conhecidas como Trks. Essa familia de
enzimas é composta por outros dois elementos: a TrkB e a TrkC. Estas se
caracterizam estruturalmente de forma muito semelhante (porcdo receptora,
porcdo transmembranar e porgdo tirosino quinase) a TrkA (Barbacid., 1994). As
neurotrofinas que ativam a TrkB sdo o BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor)
e a neurotrofina-4 (NT-4), que permitem a TrkB atuar em multiplos efeito
neurotroficos que incluem diferenciacdo celular e sobrevivéncia neuronal. Ja a
TrkC é ativada pela ligagdo da neurotrofina-3 (NT-3) a sua por¢ao receptora, tendo
como resultado um efeito final semelhante ao observado para a TrkB

(diferenciacéo e sobrevivéncia). Tal similaridade nas respostas pode se originar no

fato do NT-3 ter se revelado ao longo do tempo como uma neurotrofina de acao
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promiscua, sendo capaz de agir tanto sobre TrkA quanto sobre a TrkB (Mitsiadis,

2016, Barbacid, 1994).

Retomando a TrkA, a atividade tirosina quinase da enzima ocorre ap0s sua
ligacdo ao NGF. Por meio de diversas autofosforilacbes que ativam a quinase e a
torna-a apta recrutam proteinas, por meio de pontos de ancoragem, vias de
sinalizacdo que levam a diferenciacdo neuronal, sobrevivéncia celular e a

nocicepcao sao ativadas (HUANG, E. J 2003).

ApGs uma injudria, células inflamatorias secretam NGF. Dimeros de NGF se
ligam a porcao receptora de NGF da TrkA que se encontra em uma configuracao
monomérica. A TrkA ligada ao NGF dimeriza-se, o que leva a autofosforilagéo das
tirosinas Y674 e Y 675 da porcédo intracelular da quinase e sua consequente
ativacdo. Outros residuos de tirosina da TrkA sdo subsequentemente
autofosforilados (Y490, Y751 e Y785) e passam a servir como ancoras para a
ligagdo de substratos a nivel intracelular, incluindo a proteina adaptadora SHC, o
dominio regulatério p85 da fosfatidilinositol 3 kinase (PI3K) e PLCy. Essas ligacbes
de proteinas a porcao intracelular da TrkA levam a ativacGes das vias das proteina-
guinases ativadas por mitégenos (MAPK), da fosfatidilinositol 3 kinase (PI3K) e da

Fosfolipase Cy (PLCy) / PKC (OBERMEIER, A 1993).

A autofosforilagdo do residuo de tirosina na posicdo 490 leva ao
recrutamento da proteina adaptadora SHC, ativando a via da ERK, enquanto a
autofosforilagéo do residuo Y751 leva a ativagédo de vias ligadas a proteina PI3K.
Ja o residuo Y785 da TrkA quando fosforilado se mostra como um pré-requisito

fundamental para o ancoramento e ativagdo da PLCy (CHOU, T. T 2000 e Moraes

et. al 2022).
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A PLCy se ancora a tirosina fosforilada da TrkA por meio de um dos
substratos da TrkA, o dominio SH2. Apds este ancoramento a PLCy é fosforilada
em dois sitios distintos e importantes para a sua ativacédo (Bunney, T.D et. Al 2012).
A PLCy ativada hidrolisa o fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) nos subprodutos

Inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) (Chap, H., 2016; Rebecchi, M. J 2000;

BAMJI-MIRZA. M 2019).

Os canais idnicos de potencial transitorio (TRP’s) pertencem a quatro
subfamilias: TRPV (vanildide), TRPM (mucolipina), TRPA (anquirina), e TRPC
(candnico). TRPV e TRPM atuam respectivamente em resposta ao calor e a
quimiocepcgéo. O canal TRPA atua em resposta ao frio e o TRPC é um pseudogene
em humanos e em ratos atua na liberacéo de feromonios. A ativacdo da PLCy pela
TrkA e a consequente liberacdo de subprodutos pela lipase (IP3 e DAG) leva a
ativacdo alostérica do membro 1 da subfamilia V dos canais ibnicos de potencial

transitorio, 0 TRPV1(CHUANG, H. H 2001).

O TRPV1 também descrito como receptor de capsaicina (composto ativo da
pimenta), esta bem caracterizado nos terminais dos nervos sensoriais
responsaveis pela dor e sua fungdo € a despolarizacdo dos neurbnios para a
formacao e transducéo do impulso nervoso, através da entrada de ions bivalentes
principalmente do calcio, nos neurbénios sensoriais, levando a despolarizagdo da
membrana e consequente propagacao do potencial de agdo. O TRPV1 pode ser
diretamente ativado por acidos, etanol, nicotina, 2-APB, ATP calor ou ainda por
pimenta. Sua fosforilacdo pela acdo das quinases PKC, PKA, PI3K e p38,
potencializam a ativagdo e mantém o canal aberto (CHUANG, H. H 2001; TOTH,

A. 2005).
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A ativacao da TrkA via NGF leva ao ancoramento e ativagao da PLCy e a
translocacdo do complexo (TrKA/PLCy) para as proximidades do TRPV1. O
acumulo de DAG (da atividade catalitica da PLCy sobre ao PIP2) proximo ao canal
e a ativacdo da proteina quinase C épsilon (PKCg) por IP3 levam a ativacédo do
TRPV1 (WANG, H 2005; HEFTI, F.F 2006; ZHANG, H 2007). A ativacao do canal
possibilita 0 aumento do influxo de cations bivalentes (Ca2+) através do canal e a
consequente despolarizacdo da membrana da célula nervosa. O potencial de acéo
gerado é entdo propagado ao longo das fibras nervosas nociceptoras de primeira
ordem (Peptidérgicas) em direcdo ao ganglio da raiz dorsal (DRG) e ao corno
dorsal da medula, conforme descrito acima (; HEFTI, F.F 2006; CHUANG, H.H

2001). (Figura 2)
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Figura 2. Vias de sinalizagdo ativadas pelo NGF e seus efeitos celulares. A ativacdo da TrkA
se da inicialmente pela ligacdo do dimero de NGF ao monémero da TrkA, esse dimero é estabilizado pela
dimerizacdo da quinase e consequente autofosforilagdo de residuos que levam a ativacédo da quinase bem
como residuos que servem para a ancoragem de proteinas sinalizadoras. O residuo Y751 fosforilado serve
de ponto de ancoragem para a PI3K que deflagra vias associadas a sobrevivéncia celular (via em roxo). O
residuo Y490 fosforilado esta relacionado a ancoragem da proteina SHC e ativagao terminal de vias
associadas ao crescimento celular (via em cinza). A via direta em direcdo aos canais TRPV1 é iniciada
mediante o ancoramento da proteina PLCy ao residuo Y785 fosforilado da TrkA e culmina com a
despolarizagéo da célula nervosa e propagacéo do estimulo elétrico que posteriormente é processado como
dor (via em azul). Os residuos Y674/Y675 quando fosforilados séo os responséveis pela ativacéo da TrkA,

sendo inclusive importantes marcadores de ativacdo da quinase.

1.3 TrkA como alvo de novos analgésicos.

O tratamento da dor cronica tem sido um desafio, tendo em vista que o
tratamento mais eficaz se utilizar de opiaceos e anti-inflamatorios nao esteroidais
gue apresentam muitos efeitos colaterais. Essas drogas agem farmacologicamente
em receptores localizados nas membranas das células neuronais. A acdo dos
opioides para inibir a liberacdo de neurotransmissores € considerada seu principal
efeito no sistema nervoso. A biologia molecular dos receptores de opioides
confirma que existem 3 tipos de receptores opioides (m, d e k) todos acoplados a
mecanismos intracelulares via proteinas G (Chahl LA, 1996). Estudos
farmacoldgicos demonstraram a endorfina b, interage preferencialmente com os
receptores m, as encefalinas com os receptores d e a dinorfina com os receptores
k. A morfina tem afinidade consideravelmente maior para os receptores m do que
para outros receptores opioides. O antagonista opioide, naloxona, inibe todos os
receptores opioides, mas tem a maior afinidade pelos receptores m. Todos os 3

receptores produzem analgesia quando ligados a seu respectivo ligante opioide



(Chahl LA, 1996). A exposicdo crbnica acaba por levar a dessensibilizacdo dos
receptores de opioides, ao desenvolvimento de tolerédncia ao tratamento e a
dependéncia medicamentosa (Koob G.F; Sanna P.P; Bloom F.E, 1998). Um dos
reflexos mais alarmantes relacionados ao uso opiaceos foi relatado em 2017, onde
0 sistema estatistico de vitalidade nacional, dos Estados Unidos, coordenado pelo
centro de prevencdo e controle doengas (CDC), chegou ao levantamento de
47.600 6bitos ocasionadas pelo uso ndo prescrito de substancias opioides. Com
base nesses dados, estima-se para o ano analisado cerca de 130 mortes diarias
advindas do uso dessas substancias. Desses 6bitos, observou-se que homens e
mulheres entre 25 a 34 anos representam 44% desse total (21.299 6bitos)
(CDC/NCHS - US Departament of Health and Human Services, National Vital
Statistics System, CDC; 2017).

Desta forma, existe uma grande necessidade de se buscar novas classes
de drogas que tenham capacidade farmacoldgica e poténcia analgésica. O NGF e
a TrkA sao alvos particularmente interessantes dentro deste contexto dado o papel
chave que exercem na dor.

A literatura apresenta abordagens de interferéncia na interacdo NGF/TrkA
visando mitigar a continuidade do processo nociceptivo. Blogueadores da molécula
de NGF, como oligonucleotideos acoplados a particulas lipossomais e espécies de
anticorpos anti NGF (Tanezumab), mostraram-se como estratégias efetivas no
bloqueio do processo de alodinia e de dor inflamatéria (Kumar and Mahal 2012,
Hirose, Kuroda et al. 2016, Kashyap, Roberts et al. 2018). Um modelo contendo a
porcao receptora de NGF da TrkA fusionada a por¢do Fc de uma imunoglobulina
(igG) foi produzida com o intuito de ser um elemento de captura do NGF. Nas

imediacdes da superficie celular onde fator atuaria ativando a quinase por se ligar
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a sua porcao receptora, este elemento quimérico competiria com o receptor
endogeno pela ligacdo ao NGF, reduzindo a capacidade do fator em ativar a via da
TrkA. Apesar de se tratar de uma tirosina quinase, abordagens intracelulares
unidirecionais focadas no dominio quinase da enzima se mostraram com efeito
promiscuo, a titulo de exemplo tém-se o desenvolvimento de moléculas pouco
seletivas competidoras do sitio que liga ATP na TrkA (Angeles, Yang et al. 1998).
Inibidores com acao biespecifica ou que atuem como interferentes impedindo o
contato proteina/proteina se mostram como mais eficazes na interferéncia a nivel
intracelular (de Oliveira, Ferraz et al. 2016).

A ativacdo da TrkA se da mediante o deslocamento do loop de ativagéo
(apos fosforilagdo) da regido onde se encontra localizado o sitio catalitico da
guinase, 0 que permite que a enzima venha a interagir com os demais elementos
componentes da via. Um estudo focado em interferir neste processo em especifico
desenvolveu um peptideo mimético do loop de ativacdo denominado IPTRK3, o
mesmo apos ligacao ao sitio catalitico da TrkA impediu o progresso da via por meio
do bloqueio do contato da quianse a seus substratos, além de ter sido eficaz em
inibir a dor neuropatica e testes em animais (Ma, Murata et al. 2010).

Essas abordagens em alguns casos geram efeitos colaterais. Por exemplo,
o anti-NGF usado em ensaios clinicos para osteoartrite teve de ser descontinuado
devido ao desenvolvimento de osteonecrose. Esse efeito colateral é
provavelmente devido ao fato de todas as vias mediadas pelo NGF estarem
bloqueadas com o anti-NGF, e para o remodelamento 6sseo é preciso 0
crescimento de neuritos 0 que estaria inibido com o anti NGF (Apkarian and
Reckziegel 2019; Pezet and McMahon 2006). Dessa forma inibidores

farmacoldgicos ou biolégicos que inibem completamente o NGF nédo seriam ideais
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1.4

para o tratamento da dor. Tratamentos farmacologicos da dor inflamatéria
utilizando inibidores peptidicos ou pequenas moléculas sintéticas poderiam ser
importantes para prevenir a progressao do quadro da dor.

Tendo por base achados moleculares da via de sinalizagdo da TrkA e
empregando uma abordagem de desenho molecular racional, um peptideo que
inibe a interacdo da TrkA e PLCy, denominado TAT-QYP, foi desenvolvido. O TAT-
QYP foi capaz inibir a ativacdo da PLCy mediada por NGF em células HEK 293
transfectadas com a TrkA e em ensaios comportamentais in vivo de dor
inflamatéria aguda e cronica. O mesmo ainda se mostrou mais eficiente que os
inibidores comerciais GNF5837 (inibidor da TrkA) e U73347 (inibidor de PLC) na
reversdo da sensibilidade dolorosa (Moraes, B.C. et al, 2022). Peptideos
especificos que mimetizam por¢des estruturais (partes das proteinas) de diferentes
elementos das vias de sinalizagdo da TrkA se mostram como potenciais inibidores
das vias de sinalizacdo da dor, causando possivelmente menos efeitos colaterais,
além de serem ferramentas promissoras para entendermos o papel especifico das
diferentes vias de sinalizacdo desencadeadas apds a ativacado da TrkA.

Farmacos que ndo provoquem o bloqueio completo da sinalizacdo do NGF
e atuem de maneira mais direcionada em vias especificas podem ser opcdes
melhores e mais seguras. Como exemplo de inativacdo parcial da via da TrkA,
discutimos a seguir o caso do Rato Toupeira Pelado, que possui uma TrkA

hipoativa apresentando como consequéncia uma maior resisténcia a dor.

Rato toupeira pelado (Naked Mole Rat).

O Rato-toupeira-pelado do inglés Naked Mole Rat (NMR) (Heterocephalus

glaber) é um organismo que ao longo da evolugdo reuniu em sua biologia
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caracteristicas que permitiram a espécie alcancar uma extensa expectativa de vida
sem necessariamente desenvolver marcas classicas (do inglés “Hallmarks”)
ligadas ao processo de envelhecimento (Buffenstein 2005, 2008). Esses animais
ndo apresentam sinais de risco aumentados a medida que envelhecem,
desafiando de forma precisa a lei de mortalidade gompertziana, a qual propde que
a mortalidade humana se da por um somatério de componentes idade
dependentes e idade independentes (Ruby et al. 2018).

Habitante endémico do nordeste da Africa é o roedor mais longevo ja
descrito, conhecido por uma vida méaxima de pelo menos 32 anos (Lewis et al.
2016). Esses animais vivem em grandes grupos familiares eussociais dentro de
labirintos subterraneos, alimentando-se de tubérculos, bulbos e raizes (Jarvis
1981). O NMR exibe muitas adaptacdes fisiologicas para vida abaixo do solo
(Buffenstein 2000), dentre elas tolerancia a hipoxia e anoxia (Park et al. 2017),
baixa taxa metabdlica basal e termolabilidade (capacidade de adaptacdo da
temperatura corporal ao ambiente quando os individuos séo isolados da coldnia
(Buffenstein e Yahav 1991). Esses animais ndo s6 exibem longevidade de maneira
anotomofuncional, mas também apresentam uma minima diminui¢cdo de aspectos
fisiolégicos e bioquimicos que tipicamente sinalizam o avanco da idade
(Buffenstein 2008; Edrey et al. 2011). A titulo de exemplo, tem-se a funcéo
cardiovascular destes animais que se mantém praticamente intacta durante o
envelhecimento (Grimes et al. 2014). Ao contrario do que ocorre com outros
mamiferos, a homeostase do Rato Toupeira se mantém de forma extensiva,
anulando de certa forma os fatores de mortalidade intrinsecos ao envelhecimento

(Lewis et al. 2013).

Entretanto, dentre as varias peculiaridades deste animal, nos € pertinente
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um outro aspecto de sua biologia que é o fato de apresentarem insensibilidade a
dor, aspecto este associado a hipofuncionalidade de sua TrkA (OMERBASIC et al.,
2016). Foi observado que esta espécie ndo apresenta hiperalgesia
comportamental induzida por calor quando este método é utilizado para avaliar o
limiar nociceptivo desses animais ap0s serem submetidos a tratamentos com NGF
e outros agentes pré-inflamatérios como capsaicina e adjuvante completo de
Freund (CFA) (Park et al., 2008).

Apesar da insensibilidade a dor induzida por capsaicina, canais TRPV1 do
NMR apresentam aspectos biofisicos e de sensibilidade a capsaicina idénticos a
dos canais TRPV1 de seres humano e de camundongos (Smith et al., 2011). Foi
observado que a ativacdo do TRPV1 em neurdnios sensitivos do NMR encontra-
se reduzida, entretanto quando a proteina TRPV1 desses animais é expressa em
neurdnios sensitivos de camundongos saudaveis a mesma € ativada normalmente
(OMERBASIC et al., 2016).

Nesse contexto, suspeita-se que a mutacdo de uma Cisteina por uma
Leucina na posicéo 774 da TrkA do NMR seria a responsavel pela insensibilidade
a dor observada nesses animais, sendo possivel que esta mutacao (Cys774Leu)
seja a responsavel pela ineficiéncia da autofosforilacdo dos residuos de Tirosina
nas posicdes 751 e 785 da quinase, tendo como resultado final a mitigacdo das
vias deflagradas por intermédio desses residuos: vias da PI3K e da PLCy

(OMERBASIC et al., 2016).
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Encontrar os mecanismos que levam a resisténcia a dor nesse animal ou
farmacos que néo inativassem completamente a TrKA, mas diminuissem a sua
atividade, poderiam ser estratégias para o desenvolvimento de novos analgésicos

mais eficientes e com menores efeitos colaterais.
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Figura 3. Modelo esquematico das alteragdes observadas nas vias do Naked Mole
Rat deflagradas pela TrkA e seus efeitos funcionais. A mutagéo (Cys774Leu) conduz a TrkA do
NMR a uma menor capacidade em ancorar as proteinas que cumprirdo papéis fundamentais na
propagacao do estimulo iniciado pela quinase, visto que a quinase € hipoativa. Consequentemente
observa-se uma maior resisténcia a dor apresentada por esses animais. Adaptado (OMERBASIC

et al., 2016).



1.5 Ensaios para validacao de alvos e selecdo de compostos

A prospeccdo de um novo medicamento, de sua ideia original até o
lancamento do produto final € um processo que pode levar de 10 a 15 anos e
envolver custos altissimos de milhdes de délares (Hughes et al, 2011). A ideia de
um alvo pode vir de uma variedade de fontes, de pesquisas académico-cientificas
a interesses farmacéuticos e do setor comercial. E possivel que se leve anos para
constituicdo de um conjunto de evidéncias que apoiem a selecdo de alvos
especificos a serem aplicados em um dispendioso programa de selecdo e
validacdo de compostos. Uma vez escolhido o alvo, a industria farmacéutica e
alguns centros académicos nas ultimas décadas tem buscado simplificar os varios
processos iniciais para identificar moléculas que possuem caracteristicas
adequadas para se produzir medicamentos aceitaveis contra tais alvos
estabelecidos (Hughes et al, 2011).

Uma vez identificado o alvo da intervencdo, o mesmo ainda precisa ser
totalmente validado. As técnicas de validacdo variam desde ferramentas in vitro,
até o uso de modelos animais que tenham como sua caracteristica proeminente a
presenca do alvo de interesse. Embora exista confiabilidade em cada abordagem,
a integridade do resultado observado € aumentada por meio de validacdes
multiplas (Hughes et al, 2011). Apds o processo de validacdo do alvo se da a fase
de identificacdo de acertos, fase na qual ensaios de triagem de compostos sdo
desenvolvidos com o foco de identificar agentes que apresentem o efeito desejado
contra o alvo em questéo (Fox et al, 2006).

Existem quatro grandes categorias de ensaios focados em identificar
compostos promissores. A primeira, a selecdo de alto rendimento (HTS), envolve

a triagem de bibliotecas de compostos contra o alvo de interesse isolado, ou de
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forma mais complexa, como um ensaio em utilizando linhagens celulares
possuidoras do alvo de interesse, porém tal abordagem exige ensaios secundarios
para confirmar o local de acdo dos compostos (Fox et al, 2006). A segunda
categoria enquadra a triagem focada ou baseada em conhecimento prévio
(“Focused or knowledge-based screening”), envolve a selegéo, na biblioteca a ser
testada, de subconjuntos de moléculas que provavelmente possam apresentar
atividade contra o alvo, com base no conhecimento prévio da proteina alvo
presente na literatura, ou de precedentes comerciais, como pedidos de patentes
para as classes quimicas com maior probabilidade de apresentar atividade contra
o alvo de interesse (Fox et al, 2006). Esse tipo de abordagem deu origem, mais
recentemente, a estratégias de descobertas utilizando modelagem molecular
virtual, as quais buscam selecionar em bancos de dados de compostos moléculas
com potencial efeito contra os alvos de interesse (Mclnnes, 2007).
A terceira é classificada como “triagem de fragmentos” e envolve a geracéo de
bibliotecas de baixo peso moléculas as quais sao triadas em altas concentracdes
contra o alvo de interesse, as triagens sédo acompanhadas da geragao (expressao
recombinante) dos pontos de contato em que o ligante aderiu a estrutura da
proteina alvo, de modo a permitir a progressdo do desenvolvimento e
aprimoramento do composto contra tal regido do alvo de interesse (Law et al.,
2009). Por fim, a quarta categoria € uma abordagem de triagem mais focada e
especializada, a triagem fisioldgica. Esta € uma abordagem baseada em tecido e
procura uma resposta mais alinhada com o efeito final desejado in vivo, em vez de
se direcionar a um componente molecular especifico. A tabela 1 (sem adaptacdes)
de Hughes et al, 2011 especifica e sumariza as principais técnicas de triagem de

compostos, dentre as apresentadas € outras.
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1.6

Vislumbrando padronizar uma metodologia de validacdo de alvos e
testagem de compostos, e tendo como base a literatura especializada, vemos
como fundamental o desenvolvimento de ensaios bioquimicos para a validacdo da
TrkA como alvo de abordagens de triagem de compostos. Recentemente um
ensaio celular de ativacao da TrkA foi produzido utilizando a linhagem celular KM12
gue expressa a enzima de forma constitutiva. O ensaio mostrou a possibilidade de
se observar os efeitos de compostos contra esta quinase em um contexto de

selecdo de compostos para aplicagdo oncoldgica (Pandre et al., 2018).

Prospeccao de peptideos biologicamente ativos e phage display.
Peptideos Bioativos (BP) sédo definidos como fragmentos polipeptidicos
especificos que apresentam um impacto nas fungdes do corpo por influenciarem o
processo de homeostasia (Kitts, D. D., Weiler, 2003). Atualmente, mais de 1500
BP diferentes foram relatados em um banco de dados da literatura chamados de
"Biopep". Esses peptideos desempenham papéis importantes nas funcgdes
metabdlicas dos organismos vivos e, consequentemente, na saude humana por
exibirem atividades hormonais ou atuarem de forma semelhante a drogas (Singh,
B. P., Vij, S., Hati, S, 2014).
Peptideos inibidores mais especificos das diferentes vias de sinalizagdo da
TrkA, que competiriam pela interagdo das proteinas com as diferentes tirosinas
fosforiladas da TrkA, podem ser bons inibidores de vias de sinalizacdo da dor
podendo ter menos efeitos colaterais do que inibidores que bloqueariam por
completo todas as vias da TrkA (Moraes et. al. 2022). Além do desenvolvimento
racional de peptideos, uma das mais bem estabelecidas metodologias para a
triagem de peptideos biologicamente ativos é a de phage display. O phage display

€ uma técnica que permite expressar na superficie de particulas virais
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(bacteriéfagos) peptideos. Essa metodologia € bastante versatil, permitindo
ensaios de selecdo de peptideos contra diferentes alvos em diferentes situacdes,
por exemplo, ensaios de selecdo de peptideos (chamados biopanning) podem ser
realizados in vitro contra: moléculas alvo aderidas em superficies; células que
podem ou nao ser estimuladas para alterar a expressdo de receptores alvos;
tecidos dissecados; e também in vivo injetando os fagos na circulagdo do animal,
retirando os 6rgdos de interesse e selecionando aqueles fagos que expressam
peptideos que interagem com a vasculatura de diferentes 6rgdos do organismo.

Esta abordagem permite identificar moléculas que potencialmente podem
servir para o desenvolvimento de farmacos, vacinas, métodos diagndsticos e de
outros insumos (Smith, 1985; Scott e Smith, 1993; Giordano et al., 2009).

A técnica de phage display permite expressar pequenos peptideos com 5 a
15 aminoé&cidos que sdo apresentados em uma das proteinas do capsideo de
bacteri6fagos (Smith, 1985). Uma biblioteca de phage display pode conter mais de
108 diferentes peptideos o que resulta em ligantes para virtualmente qualquer alvo
biolégico. Uma caracteristica importante do phage display € que os peptideos
selecionados frequentemente apresentam atividade bioldgica relacionada com a
natureza da molécula em estudo. Por exemplo, no caso de peptideos selecionados
tendo como alvo enzimas, o peptideo obtido frequentemente mimetiza o substrato
da mesma ou apresenta atividade alostérica (Koivunen et al., 1999; Giordano et
al., 2001; Cloutier et al., 2004; Giordano et al., 2005). No caso de receptores de
superficie, o peptideo selecionado pode se assemelhar ao ligante natural do
receptor (Koivunen et al., 1993; Giordano et al., 2001) podendo vir a competir pela
ativacdo do mesmo ou ainda pode atuar como um inibidor do receptor. Essa

caracteristica do phage display permite identificar alvos relevantes aos diversos
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processos biolégicos e ao mesmo tempo, isolar e caracterizar peptideos
antagonistas ou agonistas dos alvos estudados. Esses peptideos podem ser entdo
explorados para o desenvolvimento de agentes terapéuticos. Portanto, phage
display é uma técnica que encontra multiplas aplicacfes, tais como, desenho
racional de farmacos, terapias direcionadas, terapias génicas, producdo de
vacinas, métodos diagndsticos, entre outras aplicagfes (Sergeeva et al., 2006;
Giordano et al., 2009)

Em 2001, foi desenvolvida a técnica BRASIL (Biopanning and Rapid
Analysis of Selective Interactive Ligands), que permite o isolamento e
caracterizacdo em uma Unica etapa de ligantes especificos para receptores de
superficie celular (Giordano e tal., 2001). A técnica tem sido utilizada com sucesso
para a identificacdo de peptideos ligantes de varios tipos celulares (Lionakis et al.,
2005; Kolonin et al., 2006; Chen et al, 2009), na identificacdo de anticorpos que se
ligam a superficie de células tumorais (Kurosawa et al, 2008) e para levar
marcadores diagndésticos para préstata (Newton et al, 2006). Um estudo recente
de um de nossos colaboradores (Dr. Ricardo Giordano 1Q-USP), utilizando a
técnica de phage display, identificou e validou um peptideo que compete com o
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) inibindo a formacdo de vasos
sanguineos em um modelo patologico de retina angiogénica (Michaloski, J. S.,
Giordano, R. J, 2016).Desta forma, utilizar a tecnologia do phage display para
selecionar peptideos que atuam na via da dor mediada pelo NGF/TrkA se mostra
como uma possibilidade. O fato dessas pequenas moléculas apresentarem
tamanho reduzido garantiria sua eliminagdo em um intervalo de tempo mais
reduzido quando comparada a outras classes terapéuticas (“small molecules” e

anticorpos monoclonais), 0 que evitaria uma inibicdo prolongada das varias vias
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deflagradas pela ligacdo NGF/TrkA. Tendo este pano de fundo tematico rastrear
bibliotecas de fagos em busca de ligantes do receptor do NGF que poderiam
competir pela ligacdo do receptor, se mostra uma estratégia factivel e promissora
para a descoberta de novos agentes terapéuticos com propriedades analgésicas

como alternativa ao uso de anti-inflamatorios ndo esteroides (NSAID) e opioides.
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Figura 4. Sequéncia de etapas da metodologia de Phage Display. Fases da metodologia de
phage display (I) Selegéo da biblioteca de fagos expressando peptideos (llI) passando ensaio de contato
com o alvo de interesse (lll), lavagem e eliminagédo dos fagos nao ligantes (IV), recuperacdo dos fagos
ligantes por infeccdo bacteriana e reutilizacdo dos mesmos nas repeticdes subsequentes de modo a
enriquecer as populacdes recuperadas somente com fagos ligantes (V) sequenciamento dos ciclos finais

de modo a identificar os peptideos que se ligaram ao alvo de interesse
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL.

Estabelecer um ensaio de atividade da TrkA e identificar peptideos que
tenham como alvo o receptor de NGF de alta afinidade (NGFR).
2.2 Objetivos especificos.
> Estabelecer um ensaio para medir a atividade da TrkA frente ao NGF
e a inibidores comerciais.
> Rastrear peptideos se liguem ao NGFR por phage display.

> Caracterizar o(s) peptideo(s) que se ligam ao NGFR.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Listade materiais.

-Acrilamida (40%) (Biorad®)

-Agua ultrapura (DEPC) (Uniscience)

-Albumina sérica bovina (BSA) (Sigma Aldrich©)

-Anticorpo anti FosfoTrkA (Y674/Y675) (Rabbit) (Science Signaling mab#4621)

-Anticorpo anti FosfoTrkA (Y785) (Rabbit) (Science Signaling mAb#4168)

-Anticorpo anti NGF (Rabbit) (Abcam #ab6199)

-Anticorpo anti TrkA Total (Goat) (R&D System #AF1056)

-Anticorpo anti TrkA Total (Rabbit) (Science Signaling mAb#2510)

-Anticorpo anti a-Tubulina (Thermo Fisher # A11126)

-Anticorpo IRDye 680RD (donkey anti Rabbit) (Li-cor® #AB2716687)

-Anticorpo IRDye 800CW (donkey anti Goat) (Li-cor® #RRID AB2715510)

-Bactérias E. coli K91kan (cedidas pelo Prof. Dr. Ricardo Giordano — 1Q USP)

-Bicarbonato de Sédio (NaHCO3) (LabSynth)

-Camara de neubauer 0.0025mm? (KASVI)

-Cloreto de Sédio (NaCl) (LabSynth)
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-Desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTP’s) (2mM) (Thermo Fischer)

-DMEM Completo com alta glicose (Dulbecco’s modified Eagle's medium —

High Glucose) (Gibco® by Life Technologies ™)

-DMSO (Dimethyl sulfoxide solution) (Sigma Aldrich©)

-DNA polimerase (Q5 high fidelity) (20U/mL) (New England Biolabs)

-Estreptomicina 100ug/mL (Sigma Aldrich©)

-Etanol 100% (LabSynth)

Garrafas de cultivo celular (CORNING, Life Science Technologies™)

-Geneticina 418 (Thermo Scientific™)

-Glicogénio 20 mg/mL (Thermo Fischer)

-Kanamicina (100 pg/ml) (Sigma Aldrich©)

-Meio de cultura Luria-Bertani (LB) (Prolab™)

-Membranas de PVDF (Immobilon®-P PVDF Membrane) (Milliporee)

-N, N, N’, N'-Tetrametiletilenodiamina (TEMED) (0,06% (v/v)) (Sigma Aldrich®©))

-NGF (Recombinant Human BNGF — PeproTech ®)

-Opti-MEM ™ (Gibco® da Life Technologies ™)

-PEI - Polietilenoimina (Sigma Aldrich©)
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-Penicilina 100puL/mL (Sigma Aldrich©)

-Persulfato de aménia (PSA) (0,1% (m/v)) (Sigma Aldrich©))

-Piruvato de s6dio 1mM (Gibco™ Sodium Pyruvate Solution)

-Placas de 96 pocos (Sigma-Aldrich optical filter MultiScreen®)

-Placas de cultivo celular 100mm X 20mm (P100) (Sarstedt™)

-Polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) (Sigma Aldrich©)

-Iniciador anti-senso (5’CCCTCATAGTTAGCGTAACGATCT-3) (0,5uM)

-Iniciador senso (5’CATGCCCGGGTACCTTTCTATTCTC-3) (0,5uM)

-Receptor recombinante de BDNF (BDNFR) de humano (R&D System)

-Receptor recombinante de NGF (NGFR) de humano (R&D System)

-Receptor recombinante de NGF (NGFR) de Rato (R&D System)

-Receptor recombinante de NT3 (NT3R) de humano (R&D System)

-Sistema de aquisicdo de imagens Odyssey (Li-cor®)

-Sistemas de eletroforese e transferéncia (Biorad System®)

-Software BioEdit alignment editor (versao 7.2.5) (BioEdit)

-Software GraphPad Prism (verséo 8.4) (GraphPad)

-Software Image Studio™ Lite (Li-cor®)
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-Software PyMOL (verséao 2.5.3) (PyMOL by Schrodinger)

-Solucéo de acetato de sodio (3M, pH 5.2)

-Solucgéo de bloqueio (Intercept® Blocking Buffer Li-cor®)

-Solucédo de brometo de etidio (10 mg/mL)

-Solucgéo de Cloreto de Sédio (4M)

-Solucéo de Polietilenoglicol 8000 (PEG 8000) (40%)

-Solucao PEG/NaCIl (Polietilenoglicol 8000 (20%) e NaCl (2,5M))

-Solucéo salina de fosfato tamponada (PBS)

-Solucgéo salina de Tris tamponada com 0,1% de Tween 20 (TBS-T)

-Solucgéo Tris-HCL (375mM, pH 8,8)

-Soro Fetal Bovino estéril (Sterile-FBS) (Gibco™)

-Tampéao de amostra 3X (Tris 240 mM, pH 6,8, glicerol 40%, azul de bromofenol

400 mg/L)

-Tampéao de amostra 6X (New England Biolabs)

-Tampao Glicina (eluicdo acida) (Glicina 50mM / NaCl 150mM, pH 2,2)

-Tampao Tris neutralizante (eluicdo &cida) (Tris-base 1,5M, pH 9,2)

-Tetraciclina (20 pug/ml) (Sigma Aldrich©)
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-Tripsina 0,05% (Sigma- Aldrich©)

-Triton X-100 (Sigma Aldrich©)

-Tween-20 (Sigma Aldrich®©)
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3.2 Estabelecimento das linhagens celulares expressando TrkA.

3.2.1 Cultura de células.

A linhagem Human embryonic kidney (HEK293T) foi cedida pela Profa. Dra.
Bettina Malnic (Instituto de Quimica / USP). As células, salvo em experimentos
especificos, foram mantidas em cultura utilizando-se meio de cultivo celular
completo DMEM com alta concentracdo de glicose (Gibco® by Life
Technologies™), NaHCO3 3,7 g/L (LabSynth), piruvato de sédio 1 mM (Gibco® by
Life Technologies™), penicilina 100uL/mL (Gibco® by Life Technologies™),
estreptomicina 100ug/mL (Gibco® by Life Technologies™), suplementado com
10% de soro fetal bovino (Sterile-FBS) (Gibco™). As células foram mantidas em
estufa em atmosfera imida, a 37°C e 5% CO2. Garrafas de cultivo (CORNING,
Life Science Technologies™) foram utilizadas para a manutencéo das células, que
foram repicadas na confluéncia de 90% utilizando-se Tripsina 0,05% (Sigma
Aldrich®). Apés a tripsinizacdo adicionou-se meio de cultivo completo para se
homogeneizar as células agora em suspenséo. As diluicdes celulares de trabalho
foram obtidas por meio de contagem em hemocitdbmetro mecanico (camara de
neubauer) 0.0025mm? (KASVI - improved bright-line). Foram utilizadas células que
se apresentassem preferencialmente entre a segunda e a nona passagem de

cultivo.

3.2.2 Transfeccao de células eucariodticas.

Células HEK293T com 80% de confluéncia foram plaqueadas em placas de
cultivo celular (P100, Sarstedt™), e transfectadas em meio Opti-MEM ™ (Gibco®
da Life Technologies™ #31985062) usando 3,2 pg/mL PEl e 4ug de DNA,

[plasmideo contendo a TrkA de Rato ou de Naked Mole Rat (NMR)] por placa.
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Seis horas ap0s a transfec¢do, o meio foi trocado por meio de cultura
completo, conforme descrito acima. O plasmideo contendo a parte codificadora do
gene da NTRK1 de rato e de uma quimera contendo a por¢ao extracelular (receptor
de NGF) de rato e a porcéo transmembranar e quinase de NMR (OMERBASIC et
al., 2016), em um plasmideo para expressdo em eucariotos (pEXPR IBA 105), com
resisténcia a ampicilina e neomicina. Os plasmideos foram gentilmente cedidos
pelo Dr. Gary Lewin (Centro Max Delbruck de Medicina Molecular, Berlim
(OMERBASIC et al., 2016).

3.2.3 Geracéo de linhagens.

Passadas 24 horas da transfecc¢ao foi iniciado o processo de selecdo das
células transfectadas com os plasmideos para a TrkA de rato ou quimera.

O plasmideo utilizado para transfeccao contendo as constru¢des da TrkA
(TrkA-Rato e TrkA-quimérica) possuem o mesmo backbone - pEXPR-IBA105
(OMERBASIC et al., 2016), que possui gene de resisténcia para neomicina. Uma
curva de morte das células HEK perante diferentes doses de Geneticina 418
(neomicina) (Thermo Scientific™) foi utilizada para determinarmos a concentragao
minima necessaria para morte das células transfectadas e obteve-se a
concentracéo de 750 pg/mL.

Desse modo, apos o periodo de 24 horas de transfeccéo, adicionou-se a
essas ceélulas e a concentragdo de G418 padronizada (750 pg/mL). Essa
concentracdo foi mantida o mais préximo possivel de um valor constante, sendo
necessaria a troca de meio com adicéo de nova diluicdo de antibiotico diariamente.

As células que nédo expressaram o DNA exdgeno acabaram por morrer e
apos a obtencédo de aproximadamente 80% de confluéncia das células resistentes

nas placas de cultivo as mesmas formas repicadas por tripsinizacdo (Tripsina
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0,05%), diluindo-se cinco vezes o volume tripsinizado em meio de cultura completo
adicionado do antibiotico de selecdo (G418). Apds 80% de confluéncia ter sido
atingida novamente as células foram congeladas em meio de cultura completo
adicionado de 10% de DMSO (DIMETILSULFOXIDO) a e armazenadas a -80°C
ou em nitrogénio liquido.

3.3 Deteccao da Ligacdo do NGF ao seu receptor (NGFR) e

Western Blot em gel nativo (Native-PAGE).

Determinou-se a capacidade do receptor recombinante de NGF, em sua
forma homodimérica [TrkA NGFR 138kDa (R&D System #1056-TK)], de se ligar in
vitro ao homodimero de NGF [Recombinant Human BNGF 27kDa (PeproTech®
#450-01)] de modo a se verificar a formagdo do complexo NGF/TrkA por um gel
nativo. Foram incubados 92,8 ng (7.14 pmol) de NGF com 1 ug (7,14 pmol) da
porcao receptora da TrkA NGFR num volume final de 20uL completando-se o
volume com solugcdo de salina de fosfato tamponada (PBS). O complexo NGF/
NGFR foi mantido por 40 minutos a temperatura ambiente. Adicionou-se entéo
10uL de tampdo de amostra 3X (Tris 240 mM, pH 6,8, glicerol 40%, azul de
bromofenol 400 mg/L) mantendo as amostras a temperatura ambiente.

Foi preparado um gel nativo de poliacrilamida, o gel de separacéo (Lower)
foi feito na concentracao de 8% de poliacrilamida [Tris-HCL (7,95 mL a 375mM, pH
8,8) acrilamida (1,95 mL a 40%), Persulfato de amonia (100 ul a 0,1% (m/v)) e N,

N, N’, N'-Tetrametiletiienodiamina (TEMED) (10 ul a 0,06% (v/iv)]. O gel de

concentracéo (Upper) foi montado na concentragdo de 5% [Tris-HCL (4,5 mL a

375mM, pH 8,8) acrilamida (0.5 mL a 40%), Persulfato de aménia (50 ul a 0,1%
(m/v)) e N, N, N’, N'-Tetrametiletilenodiamina (TEMED) (5 ul a 0,06% (v/v)]. O

mesmo foi carregado com as amostras de proteina e submetido a um sistema de
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eletroforese por voltagem constante (Biorad System®) de 80 volts por 4 horas.

Os géis foram transferidos para membranas de PVDF ativadas por metanol,
utilizando um sistema de transferéncia molhado (Biorad System®) por 2 horas e
30 minutos com uma corrente constante de 400mA. As membranas foram
blogueadas por 1 hora a temperatura ambiente usando a solucdo de bloqueio
Intercept® Blocking Buffer Li-cor®.

Os anticorpos primarios anti TrkA Total — RD System (#AF1056) e anti NGF—
Abcam (#ab6199) foram diluidos de acordo com as instru¢des dos fabricantes na
solucéo de blogueio e adicionados as membranas e incubados durante a noite a
4° C.

ApOs a incubagdo, as membranas foram lavadas por 15 minutos 3 vezes
com TBS-T (tampéao TBS e 0,1% de Tween 20), incubadas com o0s anticorpos
secundarios adequados IRDye 680RD donkey anti Rabbit (#RRID AB_2716687) e
IRDye 800CW donkey anti goat (#RRID AB_2715510) por 1 hora a temperatura
ambiente ao abrigo da luz e em seguida lavadas por 15 minutos, 3 vezes com TBS-
T (tampao TBS e 0,1% de Tween 20). Os anticorpos secundarios sao compativeis
com o sistema de imagem Li-cor® Odyssey, utilizado para a aquisicdo das
imagens.

A analise gquantitativa dos experimentos foi realizada usando Image Studio
™ Lite LI-COR, através da quantificacdo das bandas. As comparacdes para
diferentes grupos foram feitas através do teste One-way ANOVA onde * p =< 0,05

foi considerado estatisticamente significativo.
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3.4 Imunoensaio in cell para determinacéo da atividade da
TrkA.

O ensaio de atividade de quinase in cell € um imunoensaio para a analise
guantitativa de proteinas em cultura de células aderentes, ndo sendo necessaria a
lise das células ou uso de géis para analise proteica. A técnica é realizada com
células fixadas e permeabilizadas, ao invés de em antigeno imobilizado. Como a
maioria dos Western Blots, ou ensaios de imunofluorescéncia, o antigeno é
detectado usando uma série de dois anticorpos, um anticorpo primario para a
proteina de interesse e um anticorpo secundario conjugado a uma enzima ou um
fluoroforo (PANDRE et al., 2018).

Linhagens de células HEK 393T (human embryonic kidney) estaveis
expressando a TrkA de rato e TrkA quimérica do NMR (geradas conforme descrito
acima) foram plaqueadas em placas de 96 pocos (Sigma-Aldrich optical filter
MultiScreen®) na concentracdo de cem mil células (100X103) por poco. Apds a
confluéncia celular de 80% ser atingida, retirou-se o meio completo e adicionou-se
DMEM (Dulbecco 's modified Eagle' s medium, Sigma-Aldrich) contendo 1% de
soro fetal bovino por 24 horas. Em seguida adicionou-se NGF (100 ng/mL) por O,
5, 10 e 15 minutos. Apoés a incubacado com NGF, as células foram fixadas em uma
solucdo de 4% de paraformaldeido por 20 minutos a 22°C e posteriormente
lavadas com PBS trés vezes. As células foram entdo permeabilizadas por 15
minutos com PBS contendo Triton X-100 (0,1%) e bloqueadas em PBS contendo
Triton X-100 (0,1%) e 3 % de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma Aldrich®), por
2 horas. As placas com as células bloqueadas foram lavadas com PBS-T (tampéao
PBS e 0,1% de Tween 20) e incubadas durante a noite a uma temperatura de 4°C

com anticorpos primarios anti Phospho TrkA Y674/675 (Cell Signaling) (1:500), anti
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Phospho TrkA Y785 (Cell Signaling) (1:500) e anti TrkA Total (ABCAM) (1:4000)
diluidos na solucao de bloqueio (PBS contendo Triton X-100 (0,1%) e 3 % de BSA)
em acordo com as instrucdes dos fabricantes.

Pelo fato dos anticorpos primarios anti TrkA (Phospho-TrkA e TrkA-Total)
terem sido produzidos em uma mesma espécie animal (coelho) padronizou-se
esses experimentos incubando as células separadamente com cada anticorpo,
utilizando-se placas independentes para as incubac¢des com os anti Phospho TrkA
e anti TrkA total. Para controle do plaqueamento (nimero de células/ quantidade
proteica) tanto as placas incubadas com os anticorpos Phospho TrkA quanto as
incubadas com os anticorpos TrkA total receberam anticorpo anti a-Tubulina
(Thermo Fisher) produzido em camundongo (1:5000)

Apéds a incubagdo com os anticorpos primarios, as placas foram lavadas
com PBS-T e incubadas com os anticorpos secundarios anti coelho (RDye®Licor
800CW) e anti camundongo (RDye®Licor 680RD), por 1 hora a temperatura
ambiente. Por fim, as células foram lavadas com PBS-T e entéo a leitura dos pocos
foi realizada no sistema de captura de imagens LICOR Odyssey®.

Os sinais observados para o grupo HEK293T néo transfectadas (sinal de
ruido) foram subtraidos dos sinais obtidos das demais linhagens (TrkA Rato e TrkA
Quimera) em todos os experimentos utilizando este ensaio, de modo a apresentar
apenas os sinais decorrentes dos tratamentos. O grupo néo transfectado (HEK
293T) foi submetido aos mesmos tratamentos empregados as demais linhagens,
porém os dados referentes a este grupo foram classificados como sinal de ruido e
nao sao apresentados na sessdo de resultados. Considerando a apresentacao
gréfica, no eixo das abcissas (Eixo X) foram plotados os grupos experimentais, ja

no eixo das ordenadas (Eixo Y) foram plotadas as fluorescéncias, utilizando o
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parametro de “razéo de fluorescéncia”. O parametro razdo de fluorescéncia se
refere ao sinal bruto de fluorescéncia capturado pelo aparelho (LICOR Odyssey)
descontado do sinal de ruido observado no grupo HEK 293T né&o transfectado.
Esse valor obtido é entéo dividido pelo sinal de fluorescéncia da tubulina de modo
a normalizar o sinal fosforilado por um elemento que apresentasse baixa
variabilidade entre os grupos, dado o fato de termos utilizado placas separadas
para as incubagdes com o anti TrkA Phospho e com o anti TrkA total. Apos esses
ajustes os dados foram plotados. Considerou-se como ponto minimo de todas
razdes de fluorescéncia o grupo que apresentasse o menor sinal dentre os
avaliados (0 min, em se tratando de cinética), sendo o0s demais grupos
experimentais comparados a este controle para o estabelecimento das razdes de
aumento ou diminuicdo. As comparacgdes entre os grupos foram feitas através do
teste One-way ANOVA onde * p = < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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Figura 5. Sequéncia de etapas do ensaio de atividade in Cell. Fases da metodologia partindo
do (I) plagueamento das células (ll) “Starving” (caréncia nutricional) (lll), incubagdo com o inibidor a ser
testado e/ou NGF (IV), permeabilizagdo e bloqueio das células ja fixadas na placa de 96 pogos (V),
incubacé@o com os anticorpos primarios por 24ha 4°C (VI), incubag¢do com os anticorpos secundarios (VII)

leitura em fotodocumentador.

3.5 Prospeccéao de peptideos ligantes do NGFR por phage
display.

3.5.1 Biblioteca de peptideos expressos em fagos.

Realizamos o rastreamento de peptideos com a tecnologia do phage display
para isso estabelecemos uma colaboragcdo com o Prof. Dr. Ricardo Giordano do

IQ-USP que possui vasta experiéncia nessa area tendo identificado peptideos que



competem com o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) pela ligacéo
ao seu receptor. O grupo dele possui duas bibliotecas peptidicas de alta
diversidade que ja foram utilizadas com sucesso para identificar peptideos
biologicamente ativos, sendo que recentemente um estudo deste grupo com
receptores de VEGF identificou e validou um peptideo que compete com este fator
e inibe a formacdo de vasos sanguineos em modelo patolégico de retina
angiogénica (Michaloski, J. S., Giordano, R. J, 2016).

As bibliotecas utilizadas neste projeto foram produzidas pelo grupo do
professor Dr. Ricardo utilizando-se o vetor fUSE-5 e a metodologia desenvolvida
por George Smith (Smith e Scott, 1993), com modificacbes para melhor eficiéncia
e maior numero de clones finais (Koivunen et al., 1993, 1999). Os oligonucleotideos
sintéticos contendo o cédon degenerado (NNK)n (n = nimero de aminoacidos
desejado) flanqueados por sitios de restricdo Bgl Il foram obtidos comercialmente
(Invitrogen). Os insertos foram convertidos em DNA dupla fita com Klenow DNA
polimerase, digeridos com Bgl Il, ligados com T4 DNA ligase ao vetor fUSE-5
previamente tratado com Sfi |, e transformado por eletroporacéao (entre 100 e 200
eletroporac@es individuais por biblioteca) em bactéria E. coli cepa MC1061. As
bibliotecas construidas foram do tipo X6 e CX8C (X representa qualquer
aminoacido e C= cisteinas que permite criar bibliotecas ciclicas). O uso de
bibliotecas lineares e ciclicas, e de diferentes tamanhos, foi empregado para
aumentar a diversidade de peptideos disponiveis para o estudo. As bibliotecas
produzidas foram cultivadas por infeccéo bacteriana e o crescimento se deu em
meio Luria-Bertani suplementado com Kanamicina (100 pg/ml) e tetraciclina (20
pg/ml), os fagos propriamente foram obtidos posteriormente do sobrenadante das

culturas pelo método da precipitacdo com PEG/NaCl (Smith e Scott, 1993;
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Giordano et al., 2001).
Essas bibliotecas peptidicas foram utilizadas para varrer nosso alvo de

interesse (NGFR) imobilizado.

3.5.2 Ensaio de Biopanning.

As bibliotecas de fagos foram produzidas conforme descrito anteriormente
(Smith e Scott, 1993; Giordano et al., 2001). O NGFR, (R&D #1056-TK), foi
imobilizado em placas de 96-poc¢os (400 ng em 50 pL de PBS) por 24h a 4°C. Os
pocos foram subsequentemente lavados com PBS, bloqueados com PBS 3% BSA
por 2 horas a temperatura ambiente e incubados com as bibliotecas de fagos (X6
e CX8C) na concentracdo de 1.10° UT s/50uL em PBS e 3% BSA. Apds 2 horas a
temperatura ambiente os pocos foram lavados 8 vezes com PBS. Para fins
experimentais o termo “fago” utilizado nesse modelo experimental é tido como
sinbnimo da expressao unidade transdutora (UT), sendo a sigla UT por pL (UT/uL)
a unidade de medida padrdo para a quantificacdo de fagos presentes em uma
unidade de volume e que se encontram em condicdo habil de infeccao.

Os fagos que permaneceram ligados ao receptor foram eluidos de duas
maneiras distintas, por eluicdo direta: adicdo direta da bactéria E. coli K91kan,
densidade otica (OD) de 0,8, aos fagos remanescentes; e por eluicdo &cida:
tratamento prévio dos fagos com tampao glicina (Glicina 50mM / NaCl 150mM / pH
2,2) por 5 minutos seguido de neutralizagdo em tampéao Tris pH 9,2 (Tris-base
1,5M) e adicdo da bactéria E. coli K91kan, densidade otica (OD): 0,8 aos fagos
remanescentes. Em ambas as formas de elui¢cdo, as bactérias permaneceram nos
pocos por 30 min a 37°C para que ocorresse a infec¢do dos fagos.

Apés infectadas, as bactérias de cada eluicdo foram transferidas para 20

mL de meio LB liquido com tetraciclina (20 ug/pL) e Kanamicina (50 ug/pL). Dos
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20 mL de cada um dos grupos, CX8C (eluicdo &cida e direta) e X6 (eluicdo acida
e direta), foram retirados 100 pL, 10uL e 1uL que foram plaqueadas em triplicata
em placas LB agar (tetraciclina 20 pg/uL Kanamicina 50 pg/uL) de modo a diluir a
cultura liquida contendo os fagos recuperados 200, 2000 e 20000 vezes
respectivamente. As placas LB &gar contendo essas dilui¢des foram incubadas por
24h a 37°C enquanto a cultura liquida restante foi mantida em agitacdo a 672 RCF
pelo mesmo periodo e temperatura.

As diluicdes em série (200X, 2000X ou 20000X) foram utilizadas para a
quantificacdo do numero de fagos ligados ao receptor. Para a quantificacdo das
colonias formadas foi dada a preferéncia para a contagem das colonias da diluicéo
que apresentou a densidade de colbnias intermediéria, evitando-se contar placas
demasiadamente cheias.

A quantidade de fagos recuperados de cada grupo, CX8C (eluicao acida e
direta) e X6 (eluicdo acida e direta), foi determinada pelo produto entre o nimero
de colbnias contadas e os fatores de diluicdo da cultura escolhida para a contagem
(200X, 2000X ou 20000X).

Os fagos oriundos da cultura liquida, produzida paralelamente a culturas
plagueadas, foram precipitados utilizando tampao de precipitacdo contendo
polietilenoglicol 8000 (20%) e NaCl (2.5M). Apés a precipitacdo os fagos foram
titulados e utilizados como uma biblioteca enriquecida para a etapa subsequente.

Os “pannings” (ou “Biopannings”) sdo empregados de forma repetida nos
denominados “ciclos” que nada mais sdo do que pannings consecutivos que visam
obter populacfes de fagos progressivamente mais homogéneas, sendo que cada
ciclo utiliza como “biblioteca” os fagos ligantes obtidos e purificados do ciclo que o

antecedeu. Dessa forma, a cada ciclo sdo selecionadas popula¢cdes de fagos cada
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vez mais homogéneas que apresentam maior afinidade pelo ligante. Essa
diminuicdo da variedade das populagdes ao longo dos ciclos é resultado da ligagédo
dos fagos que apresentam maior afinidade pelo receptor imobilizado, o que permite

uma expansao clonal dos mesmos em detrimento de fagos inespecificos.

3.5.3 Sequenciamento dos fagos para a identificacao da
sequéncia dos peptideos selecionados.

Ao final do biopanning, as culturas contendo os fagos ligantes foram
semeadas em placas de LB agar-tetraciclina e colénias individuais foram
selecionadas e lisadas mecanicamente por pipetagem em 50 uL de PBS. A regido
do DNA codificante para o inserto (peptideo) foi amplificada a partir desta amostra
bacteriana em reacao de cadeia da polimerase (PCR) (Tabela 1). Para a reacéo
utilizou-se: 0,5uM de oligonucleotideos especificos (Tabela 2), 2mM dNTP’s e 0,5
pL da enzima Q5 high fidelity DNA polimerase (New England Biolabs) 20 U/mL. O
volume final da reacao foi ajustado com agua ultrapura para 50uL e o protocolo
seguiu com a realizacdo da reacdo de PCR com ciclos e etapas estabelecidas
conforme o esquema abaixo (Tabela 1). A reacdo de PCR em questado visa
amplificar parte do gene da proteina PIlll presente no capsideo viral de
bacteriéfagos filamentosos (Figura 4 e 6). Sendo que é nesta proteina de
superficie que se encontram fusionadas as sequéncias peptidicas que compdem

as bhibliotecas X6 e CX8C.
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Figura 6. Modelo esquematico de bacteriéfago filamentoso. Bacteriéfago ligado a pilus
de bactéria hospedeira, com destaque para proteinas do capsideo viral (plll, pVl, pVIl e pIX) e
material genético (DNA). O circulo em vermelho destaca a proteina plll, utilizada como proteina

estrutural para a apresentacdo dos peptideos das bibliotecas X6 e CX8C (Huang et al., 2012).

Passo Temperatura Tempo
Desnaturacéo inicial 94°C 15s
94°C 10s
35 ciclos 60°C 30s
72°C 1min

Extenséo final 72°C 10min

Tabela 1. Ciclo da reacdo do PCR de coldnia. O ciclo de PCR foi executado de modo a
amplificar as sequéncias dos fagos selecionados por meio do protocolo de phage display, sendo os
amplicons posteriormente marcados com brometo de etidio em eletroforese especifica e analisados

em fotodocumentador para a conferéncia da correta amplificacéo.



Oligonucleotideos iniciadores

Senso 5GATGGTTGTTGTCATTGTCGGCG-3’

Anti-senso 5’CAGAGCCACCACCCTCATTTTCAG-3
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Tabela 2. Oligonucleotideos para amplificacdo das sequéncias peptidicas selecionadas
por phage display. Oligonucleotideos utilizados no procedimento de PCR de colbénias e para a
conferéncia dos peptideos triados nos ciclos de enriquecimento (apenas o anti-senso). Os oligos foram
desenhados tendo como modelo referéncia a proteina de capsideo PIIl, fundamental na capacidade
infectiva de bacteriéfagos filamentosos. Tal modelo foi utilizado pelo fato de as sequéncias peptidicas
de interesse estarem inseridas na sequéncia desta proteina de superficie, visto ser esta “fuséo” a

estratégia empregada para a exposi¢cdo das sequéncias peptidicas na metodologia de phage display.

Apos a finalizacdo da PCR, amostras contendo uma parcela dos amplicons
(5 yL) foram preparadas pela adicdo de tampdo de amostra (Sample 6X, New
England Biolabs) e submetidas a corrida em eletroforese em gel de agarose (2%)
adicionado de brometo de etidio (10 mg/mL) por 2 horas a 140 volts (Biorad
System®).

Apés a observacdo da amplificagdo das bandas de interesse no gel de
poliacrilamida o volume remanescente de amplicons foi precipitado em solugdo de
precipitacdo: acetato de sodio (3M, pH: 5.2), etanol 100% e glicogénio (20 mg/mL).
A proporcéo utilizada foi de 25uL de solucdo de precipitacédo para cada 15 L de
amplicons. A mistura foi homogeneizada usando vortex e mantida no gelo por 15
minutos, em seguida foi centrifugada por 15 minutos a 17000 RCF. Ao precipitado
remanescente adicionou-se 50 pL de etanol 70% (sem ressuspender) e
centrifugou-se por 10 minutos a 17000 RCF. Apos se desprezar o sobrenadante

secou-se a amostra precipitada a temperatura ambiente sendo em seguida



ressuspendida em 15 pL de agua ultrapura.

O DNA purificado obtido foi enviado ao Centro de Pesquisas sobre Genoma
Humano e Células-tronco da Universidade de S&o Paulo, Instituto de Biociéncias,
para sequenciamento Sanger, com o0 intuito de se descobrir quais eram o0s
peptideos codificados e que estavam sendo expressos na superficie dos fagos
selecionados no biopanning. Para o sequenciamento foi utilizado o iniciador anti-
senso (Tabela 2).

O reaparecimento de fagos ao longo dos ciclos, contendo 0 mesmo inserto
€ um parametro de afinidade do peptideo pelo alvo testado. Isso ocorre, pois, as
populacées de fagos com insertos (peptideos) com maior afinidade tendem a
crescer ao longo dos ciclos e ndo se desligam facilmente do receptor apds as
lavagens. Desta forma, essas populagdes acabam sendo recuperadas em uma
maior propor¢cdo quando comparadas aos fagos nao ligantes, que por
apresentarem pouca ou nenhuma afinidade pelo alvo acabam sendo eliminados
ao longo do protocolo. A presenca crescente de fagos com maior afinidade ao
longo dos ciclos impede de forma competitiva que fagos inespecificos voltem a se
ligar ao receptor alvo, isso progressivamente ao longo dos ciclos também contribui
para que as populacdes recuperadas se tornem mais homogéneas sendo em sua
maioria formada por fagos ligantes. Com isso a diversidade de fagos vai diminuindo
e passa a ser possivel observar a repeticdo de fagos contendo os mesmos insertos
ao longo de ciclos subsequentes, o que sinaliza para fagos contendo peptideos

potencialmente ligantes do alvo, nesse caso NGFR.

3.5.4 Precipitacéo e purificacao dos fagos.
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Inoculou-se uma coldnia da bactéria K91-kan infectada com fago em 200
mL de meio LB (Kanamicina 50ug/mL) (Tetraciclina 20ug/mL). A cultura foi mantida
por 18-20 horas a 37°C. A cultura saturada foi centrifugada a 8000 RCF por 20
minutos, a 4°C e o sobrenadante (fagos) transferido para um novo tubo de
centrifuga ao qual acrescentou-se uma solugdo de PEG/NaCl para concentracéo
final de 13% (adicionou-se 0.15 mL da solu¢cdo de PEG/NaCl para cada 1 mL de
sobrenadante de cultura). Apés agitarem por 15 minutos em plataforma horizontal,
o material foi mantido no gelo por 1 hora. Centrifugou-se a solugdo com PEG/NacCl
a 8000 RCF por 30 minutos a 4°C e desprezou-se sobrenadante. O sobrenadante
foi desprezado e o precipitado de fagos (pellet) ressuspendido em 1 ml de PBS
estéril. Transferiu-se os fagos para tubos de 1,5 mL e centrifugou-se a 8000 RCF
a 4°C por 15 minutos. Transferiu-se o sobrenadante contendo os fagos para novos
tubos de 1,5ml contendo 13% PEG/NaCl e Incubou-se no gelo por 30 minutos. Os
fagos foram entdo centrifugados a 8000 RCF por 30 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado (pellet) de fagos em um volume de
100 uL a 500ul em PBS estéril. Centrifugou-se o material 8000 RCF por 15 minutos
e transferiu-se o sobrenadante (fagos) para um novo tubo de 1,5 mL armazenado
a 4°C. Procedeu-se entéo a titulacédo da solucao de fagos purificada.

3.5.5 Titulagé&o dos fagos.

Para proceder a quantificacdo (titulagéo) dos fagos obtidos a cada ciclo, de
modo a utiliza-los nos ciclos subsequentes na concentracdo padrdo de 1.10°
UT s/50uL, uma coldnia de Bactérias K91-kan foi adicionada em 200mL de meio
LB contendo Kanamicina (50 pg/mL) e Tetraciclina (20ug/mL). Esta cultura foi
mantida por 4 horas a 37°C 60 RCF até atingir uma DO de 1,85 — 2,00 (600nm).

Os fagos precipitados e ja purificados foram diluidos na ordem de 10,107 e 108 e
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adicionou-se 20 pL de cada uma dessas diluicbes em aliquotas separadas
contendo 200ul das bactérias K91-kan previamente crescidas, incubou-se a
mistura por 30 minutos a 37°C para o processo de infecgéo. Finalizada a infecgéo,
plagueou-se separadamente 50ul das bactérias infectadas por cada uma dilui¢céo
de fago (10°,107 e 108 em placas LB Kanamicina (100 ug/ml) e tetraciclina (40
pg/ml) sendo as mesmas posteriormente incubadas a 37°C durante a noite (Figura.
7). No dia seguinte, as colbnias foram contadas do grupo que apresentou a
densidade de colbnias mais viavel a ser contada, evitando-se contar placas
demasiadamente cheias, podendo o grupo contado ser oriundo de qualquer das
diluicdes (106,107 ou 108). Este procedimento foi repetido de duas a trés vezes de
modo a obter replicatas das titulacdes apresentando valores consistentes. O titulo
dos fagos foi determinado pelo produto entre o valor médio de coldnias nas
replicatas e o seu respectivo fator da diluicdo (10,107 ou 108).

Como ja mencionado, a concentracdo de fagos é representada em unidades
transdutoras (TU’s), que representam os fagos recuperados e que se encontram
em condigdo habil de infecgéo, sendo o titulo dos fagos, expresso na unidade TU’s
por uL (TU/uL), ou seja, carga de fagos (particulas virais) por unidade de volume
(em 1puL). O procedimento quantifica particulas virais independentemente da
variabilidade ou homogeneidade das espécies, a titulacdo se trata de um
procedimento para a quantificacdo tanto das popula¢gdes heterogéneas de fagos,
obtidas a cada ciclo do protocolo de phage display, quanto para a quantificacao de
populacdes de fagos isoladas (homogéneas) que apresentam apenas uma espécie

viral.
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Figura 7. Esquema de titulacdo de fagos. A solucdo contendo fagos, sejam populacdes
variadas de fagos (bibliotecas) ou um fago isolado, é submetida a diluicbes seriadas e
posteriormente adicionada a bactérias k91Kan, para o processo de infec¢do. Posteriormente, as
bactérias infectadas séo plaqueadas em placas LB agar (Kanamicina/Tetraciclina) e mantidas por
uma noite em estufa seca a 37°C (Guia de bioquimica combinatorial versao 1.01 (2017), Prof. Dr.

Ricardo Giordano 1Q-USP).

3.5.6 Ensaio de ligacéo dos fagos.

Os receptores NGFR de Rato (por¢céao receptora da TrkA de Rato /R&D
#1056-TK), NGFR humano (porcéao receptora da TrkA humana /R&D #175-TK), o
BDNFR (porcéo receptora da TrkB /R&D #688-TK) e NT3R (porcao receptora da
TrkC/R&D #373-TC) foram imobilizados em placas de 96-pocos (400 ng em 50 pL
de PBS) por 24h a 4°C. Os pocos foram lavados com PBS duas vezes, bloqueados
com PBS com 3% BSA por 2 horas a temperatura ambiente e incubados com os
fagos contendo insertos amplificados (identificados pelo sequenciamento) na

concentragdo de 1,5.10° TU s/50uL (3 x107 TU/uL) em PBS e 3% BSA. Apés 2
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horas de incubacao a temperatura ambiente os pocos foram lavados 8 vezes com
PBS e os fagos ligados aos receptores recuperados por infeccdo com E. coli
(K91kan). Diluicdes em série (5000X, 10.000X e 100.000X) das culturas ja
infectadas pelos fagos recuperados foram plaqueadas em meio LB agar com
(Tetraciclina 50 pg/mL e Kanamicina 20 yg/mL) e incubadas a 37°C durante a
noite. Para a quantificacdo do niumero de fagos ligados aos receptores as colénias
foram contadas do grupo que apresentou a densidade de colénias mais factivel de
ser contada, evitando-se contar placas demasiadamente cheias de colbnias. O
namero de fagos que se ligaram ao receptor ou controles foi determinado pelo
produto entre o niumero de colbnias contadas e os fatores da diluicdo das culturas
(5000X, 10.000X e 100.000X).

Os fagos recuperados foram descritos como unidades transdutoras (TU) e
mensurados em TU’s por pL (TU/uL) que representam fagos que foram
recuperados e que se encontravam ligados ao receptor, sendo o niumero de fagos
ligados expresso na unidade TU’s por uL (TU/PL), ou seja, carga de fagos
(particulas virais) por unidade de volume (em 1uL). Como grupo controle foi
utilizado um fago ndo expressando sequéncias peptidicas (Fago Fd), este fago por
nao expressar peptideos em sua superficie nos permite avaliar o nivel de ligacao
minimo (inespecifico) no ensaio. As comparacdes para diferentes grupos foram
avaliadas pelo teste One-way ANOVA onde * p = < 0,05 sendo considerado

estatisticamente significativo.
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3.5.7 Andlise das sequéncias peptidicas obtidas e

mutagénese in silico do NGF.

As sequéncias peptidicas contidas nos fagos selecionados pelo phage
display foram identificadas mediante sequenciamento de Sanger (SeqCegh USP-
SP). O software BioEdit alignment editor (versdo 7.2.5) foi utilizado como
ferramenta de visualizacdo e alinhamento das sequéncias. As métricas de
alinhamento seguiram o padrao pré-estabelecido pela aplicacdo acessoria Clustal
W, presente no software BioEdit como ferramenta de analise complementar.

A visualizagcdo da estrutura tridimensional do complexo NGF-TrkA
(PDB:2IFG) e a troca de residuos na estrutura do NGF foram realizadas utilizando
o software PyMOL (PyMOL by Schrédinger, versao 2.5.3). Os parametros para a
troca de residuos seguiram as especificagdes da fungao “Mutagenesis Wizard”. A
escolha da conformacédo espacial correta (rotdmero) do residuo mutado (H4Y) foi
determinada pelo indice “Mutation %”, o qual determina as possiveis conformacoes
dos residuos mutados e a probabilidade para a ocorréncia de determinado
posicionamento, sendo escolhida a conformacéo de maior valor percentual dentre
as que foram obtidas. As distancias entre os residuos do NGF e os residuos da
TrkA, foram calculadas antes e apos a mutacdo (H4Y), de modo a detectar

alteragdes nas distancias entre as estruturas do complexo (NGF-TrkA).
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4 Resultados

4.1 Padronizacao de um ensaio in cell para a medida de atividade da
TrkA.

4.1.1 Padronizacao do imunoensaio de atividade in cell.

Com o intuito de avaliar a capacidade de detec¢édo do ensaio de atividade
in cell efetuou-se a titulacdo dos anticorpos anti-TrkA total e fosforilada/ ativa de
modo a observar a capacidade do ensaio em detectar proteinas em um contexto
celular.

Primeiramente, padronizou-se a concentracao de anticorpo anti-TrkA ideal
para o reconhecimento de TrkA total nas linhagens estaveis de células HEK
expressando a TrkA de Rato e TrkA Quimera (NMR). Estas células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos. Em seguida, ao atingirem a confluéncia celular
de ~80% as ceélulas foram fixadas, bloqueadas e incubadas com o anticorpo
primério anti- TrkA total em diversas concentracées de forma seriada (1:1000 a
1:30000). Por fim, procedeu-se conforme descrito nos materiais e métodos para o
ensaio de imunofluorescéncia in cell para atividade da TrkA.

Foram realizados trés experimentos independentes para cada uma das
linhagens (TrkA de Rato e de NMR). Na Figura. 8 A (subitens I e Il), observamos a
representacao grafica de um desses experimentos onde destacamos a titulagéo,
teste de diversas concentracbes, do anticorpo anti TrkA total. Na figura 8. B,
Subitens | e I, destacamos o controle de plagueamento feito com anti a -tubulina
em uma concentracao unica de 1:10,000. Os dados estdo representados como
razdo de fluorescéncia, obtidos do quociente entre a diluicdo de menor sinal
(1:30,000) e as demais diluicbes. Observamos que o sinal fluorescente diminui até

a diluicdo do anti-TrkA total de 1: 10,000, mantendo-se constante nas diluicdes
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subsequentes até 1:30,000 para ambas as linhagens (Rato e quimera) (Figura 8.
A subitens | e II).

As mesmas incubagdes foram realizadas com células néo transfectadas
(HEK293T) que apresentaram apenas um sinal de ruido constante em todas as
diluicdes testadas com o anti-TrkA Total (dado ndo mostrado), sinal este que foi
subtraido do sinal das linhagens (Rato e Quimera) de modo a destacar apenas
sinais decorrentes da presenca de TrkA. Foi observado para o anti a-tubulina do
grupo ndo transfectado um sinal semelhante ao das células transfectadas (dado
ndo mostrado), significando que o nimero de células plaqueadas foi semelhante e
que o decréscimo de sinal se deve a diluicdo do anti-TrkA total e ndo a um
plagueamento desigual. Padronizou-se entdo a diluicdo de uso do anti TrkA total
para essas linhagens em 1:4000, de modo a se trabalhar em uma faixa de sinal
superior aquela apresentada pelo ruido. O experimento foi realizado em triplicatas
e em trés réplicas experimentais independentes, com resultados semelhantes,

sendo apresentada nesta sessao de resultados uma das réplicas.
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Figura 8. Titulacdo do anti TrkA total em linhagens estaveis de células HEK 293T
utilizando o imunoensaio in cell. A titulacdo do anticorpo anti TrkA total foi realizada em placas
de 96 pocos com fundo Optico para leitura. Em A e B sdo plotadas as linhagens experimentais,
sendo representado nos subitens | e Il a titulagdo do anticorpo anti TrkA total nas diferentes
linhagens (Rato e Quimera). Foram plaqueadas 100x103 células/poco e os experimentos foram
realizados a uma confluéncia celular de 80%. O cultivo se deu em um volume final de 200uL/pocgo
de meio DEMEM completo. Apés a fixagdo das células e incubagdo com anticorpos primarios
(conforme materiais e métodos) foram seguidas incubagdes com anticorpos IRDye Licor Odissey
(800CW-Rabbit e 680RD-Mouse), sendo a reacao capturada em fotodocumentador Licor Odyssey
via protocolo do fabricante. Em B subitens | e |l € apresentada a plotagem do sinal fluorescente
para a-tubulina, que foi utilizada como controle do plagueamento das linhagens em cada diluicdo.
No eixo das ordenadas (Eixo Y) a fluorescéncia foi plotada pelo pardmetro raz&o de fluorescéncia.
Considerou-se como ponto minimo o grupo que apresentasse o menor sinal dentre os avaliados
(1:30,000), sendo os demais grupos experimentais comparados a esse controle para o
estabelecimento das raz6es de aumento ou diminui¢do. A relevancia estatistica para os diferentes
grupos foi avaliada pelo teste One-way ANOVA onde * equivale a p = < 0,05 sendo considerado

estatisticamente significativo.
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4.1.2 Imunoensaio de atividade in cell detecta a forma ativa da TrkA
nas linhagens por meio do reconhecimento de residuos de

tirosina fosforilados no dominio quinase da enzima

Buscamos avaliar a ativagdo da TrkA em nosso ensaio por meio da
deteccdo da forma fosforilada da enzima, que quando em sua forma ativa se
autofosforila em diferentes residuos de tirosina. Dentre esses residuos
autofosforilados da TrkA, apés a ligacdo do NGF, estdo os localizados nas
posicdes Y674/Y675 (loop de ativacdo da quinase) e Y785 (sitio de ancoragem da
PLCy) (Figura 2) da sequéncia linear da TrkA humana, que equivalem as Tirosinas
Y682/Y683 e Y793 respectivamente da sequéncia linear da TrkA de Rato.

Apos a padronizacéo da concentracdo de anticorpos no ensaio via anti TrkA-
total, testamos qual dos anticorpos anti P-TrkA disponiveis em nosso laboratorio
(anti P-TrkA Y674Y/675 e Y785) seria 0 mais adequado para a deteccao da enzima
ativa utilizando o imunoensaio in cell. Decidimos testar ambos 0s anticorpos na
concentracdo de 1:500, decidimos por uma diluicdo mais concentrada pelo fato de
se tratar de um protocolo que envolve permeabilizacdo de células e de serem
realizadas inUmeras lavagens ao longo das etapas.

Na Figura 9. A e B (subitem [), observamos a ativacao do loop de ativacao
visto por uma reagao maior do anti fosfo- tirosinas Y674Y/675 na presenca de NGF
em ambas as linhagens (Rato e Quimera), entretanto nao foi significativo.
Possivelmente devido ao procedimento de fixacdo das células que pode ter
interferido na reatividade do anticorpo.

Observamos que o0 anticorpo anti-tirosina na posicdo 785 fosforilada
(pY785), teve uma maior reatividade nas células tratadas com NGF em ambas as
linhagens (Rato e Quimera) (concentracao 1:500).

As mesmas incubagfes (+NGF e -NGF) foram realizadas em células HEK
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Figura 9. Ativagdo da TrkA por meio da reatividade de anticorpos contra a sua forma
fosforilada (TrkA-P). Anticorpos monoclonais contra diferentes sitios de fosforilagdo da TrkA
(Y674/Y675 e Y785) foram testados nas linhagens experimentais de modo a se observar a ativacédo
da quinase. Os sinais do grupo tratado com NGF (+NGF) da linhagem de TrkA Rato foram
analisados utilizando os diferentes anticorpos anti TrkA-P (A. subitem 1). A mesma montagem
experimental e analise foi feita com a linhagem TrkA Quimera (B. subitem I). Todos os grupos nao
tratados com NGF (-NGF) foram igualmente incubados com os anticorpos anti TrkA-P de modo a
avaliar o nivel basal de ativacdo da quinase. Um grupo representando cada uma das linhagens
também foi incubado com o anti TrkA total (A e B subitem Il) de modo a se analisar possiveis
alteragcBes na expressédo da quinase ao longo do tratamento com NGF. Anticorpos secundarios
IRDye Licor (800CW-Rabbit e 680RD-Mouse) foram usados posteriormente e a reacdo foi
capturada em fotodocumentador Licor Odissey via protocolo do fabricante. O subitem IIl (A e B)
apresenta a plotagem do sinal fluorescente para a-tubulina (plot vermelho), que foi utilizada como
controle do plagueamento das linhagens nos grupos de tratamento (+NGF e -NGF). No eixo das
ordenadas (Eixo Y) a fluorescéncia foi plotada pelo parametro de razdo de florescéncia.
Considerou-se como ponto minimo o grupo que apresentasse o menor sinal dentre os avaliados (-
NGF), sendo os demais grupos experimentais comparados a ele para o estabelecimento das razdes
de aumento ou diminuicdo. A relevancia estatistica para os diferentes grupos foi avaliada pelo teste

One-way ANOVA onde * equivale a p = < 0,05 sendo considerado estatisticamente significativo.

4.1.3 Cinética de ativacdo em funcdo do tempo demonstra
hipoatividade da TrkA de NMR (Quimera) comparada a de rato.

Com o intuito de trabalharmos com a enzima em sua faixa linear de
atividade buscamos estabelecer por meio de nossas linhagens celulares uma
cinética de ativacdo da TrkA frente a diferentes tempos de exposi¢ao a seu ativador
(NGF). Utilizou-se o anti pY785 para se acompanhar a atividade das quinases.

Para comparar a cinética de ativacdo da TrkA de Rato e de NMR (Quimera)
analizamos os niveis de fosforilacdo da Y785 da TrkA de ambas as linhagens em

diferentes tempos (Omin, 5min, 10min, 20min e 30min) logo apos a ativacdo com



100 ng de NGF. Observamos que a TrkA atinge seu ponto méaximo de ativagéo
em 10 minutos apds a aplicacdo de NGF. Depois desse periodo a ativacdo da
quinase decai (Figura 10. A, subitem | — Linha preta). Ja a TrkA de NMR (Quimera)
tem sua ativagdo ap0s 5 min da adicdo do NGF, ativagcdo esta que se mantém em
um nivel abaixo do observado para a TrkA de Rato e posteriormente decai para
niveis minimos (Figura 10. A, subitem Il — Linha preta). Os niveis de TrkA total
tiveram um sinal de reatividade que se manteve constante durante o ensaio para
ambas as linhagens.

Células HEK néo transfectadas nao apresentaram sinais de ativacdo ao
longo do tempo apds encubacdo com NGF, o sinal de ruido observado para este
grupo foi subtraido do sinal das demais linhagens (Rato e NMR). Os niveis
enddégenos de TrkA total (Figura 10. A - Linhas azuis) foram avaliados como
parametro de expressao da TrkA ao longo do tempo. Os niveis de a-Tubulina nos
grupos TrkA-P e TrkA-T demonstrou o correto plaqueamento das linhagens
testadas dado o fato dos grupos TrkA-P e TrkA-T terem sido avaliados em placas
(células) diferentes (Figura 10. B subitens | e Il — Linhas vermelhas). O experimento
foi realizado em trés réplicas experimentais independentes, apresentando
resultados semelhantes, sendo apresentada nesta sessao de resultados apenas

uma das réplicas experimentais.

70



71

Anticorpo anti TrkA-P (Y785)

Razao de fluorescéncia

A
|

Linhagem: Trka de Rato
Anticorpos: TrkA-P (Y785) e TrkA-Total

o TrkAP
o TrkA-T

15 20

5 1I0
Tempo (min)

Raz3ao de fluorescéncia

Linhagem: Trka Quimera
Anticorpos: TrkA-P(Y785) e TrkA-Total

& TrkA-P
& TrkA-T

1I0 1I5 2I0
Tempo (min)

25 30

N
1

ns

—

Razao de fluorescéncia

Linhagem: Trka de Rato
Anticorpo: a-tubulina

-@- Tubulina (TrkA-P)
-@- Tubulina (TrkA-T)

ns

10 15 20 25 30

Tempo (min)

Razao de fluorescéncia

Linhagem: Trka Quimera

Anticorpo: a.-tubulina
- Tubulina (TrkA-P)
2 -l Tubulina (TrkA-T)
1 ns hs ns ns ns
0 L] T T T T L] 1
01 5 10 15 20 25 30
Tempo (min)

Figura 10. Cinética de ativagdo da TrkA em funcdo do tempo. A ativacdo da quinase foi

testada nas linhagens (TrkA-Rato, TrkA-Quimera e HEK) em diversos intervalos de tempo de modo

a padronizar o mais adequado para a realiza¢do do ensaio, buscou-se observar o pico de atividade

da enzima. Em A (l) tem-se os niveis de fosforilacdo da TrkA (linha preta) e de TrkA total (linha

azul) da linhagem de TrkA de Rato. Em A (ll) tem-se os niveis de fosforilagdo da TrkA (linha preta)

e de TrkA total (linha azul) da linhagem Quimera. Os grupos em A (subitens | e II) ap6s tratamento

com NGF foram incubadas em anti TrkA-P (Y785) (linhas pretas) de modo a se observar a ativagdo

da quinase e em anti TrkA total (Linhas azuis) para se analisar possiveis alteracdes na expressao



da quinase ao longo do intervalo testado (30min) Anticorpos secundarios IRDye Licor (800CW-
Rabbit e 680RD-Mouse) foram usados posteriormente, sendo a reagdo capturada em
fotodocumentador Licor Odissey via protocolo do fabricante. Em B (subitens | e Il) tém-se as
plotagens referentes ao sinal fluorescente para a-tubulina, que foi utilizada como controle do
plagueamento das linhagens para o grupo TrkA-P e TrkA-total nos intervalos avaliados (Omin a
30min). No eixo das ordenadas (Eixo Y) a fluorescéncia foi plotada pelo parametro de raz&o de
fluorescéncia. Considerou-se como ponto minimo o grupo que apresentasse o menor sinal dentre
os avaliados, em se tratando de uma cinética utilizou-se o tempo 0 min, sendo os demais tempos
experimentais (5min a 30min) comparados a ele para o estabelecimento das razdes de aumento
ou diminui¢@o A relevancia estatistica para os diferentes grupos foi avaliada pelo teste One-way

ANOVA onde * equivale a p = < 0,05 sendo considerado estatisticamente significativo.
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4.1.4 Ensaio de atividade in cell é capaz de detectar a inibicdo de

atividade da TrkA pelo inibidor comercial pan-Trk GNF5837

Apoés a padronizacdo do ensaio em termos de deteccdo de atividade de
guinase avaliou-se a capacidade do mesmo em acusar a inibicdo farmacoldgica da
TrkA, através do tratamento das linhagens com o inibidor comercial da TrkA,
GNF5837 (Albaugh P, et al 2012).

Somente as células expressando a TrkA de Rato e células HEK nao
transfectadas foram pré-incubadas com o inibidor na concentracéo final de 1uM
(veiculo 0,01% DMSO) por 30min em estufa de cultivo celular (37°C / 5% CO2). Em
seguida, as células foram submetidas ao tratamento com NGF na concentracdo de
100 ng/mL por 15 min (pico de ativacdo) para se observar o efeito do inibidor.

Observou-se a inibigdo basal e da atividade induzida por NGF na presenca
do inibidor (GNF5837) (Figura 11. A subitem I). O efeito inibitério é observado ao
se comparar 0s grupos tratados com o inibidor ao grupo controle tratado apenas
com NGF. No grupo tratado apenas com o veiculo (+DMSO 0,01%) observa-se um

nivel basal de atividade usado como controle. Este mesmo grupo (DMSO 0,01%)
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foi utilizado para o célculo da razdo de fluorescéncia na plotagem dos dados, onde
se buscou observar o niumero de vezes que 0s demais grupos variaram em fungéo
deste controle. N&o se observou alteragdes na expressao da TrkA total em nenhum
dos casos.

A mesma montagem experimental citada foi realizada com células HEK293T
nao transfectadas, ndao sendo observado nenhum tipo de efeito decorrente dos
tratamentos com o inibidor. O sinal de ruido observado para o grupo nao
transfectado foi subtraido do sinal das demais linhagens (Rato e NMR).

Os niveis enddégenos de TrkA (Figura 10. A - subitem Il) e de a-Tubulina
(Figura 11. A - subitens Ill e IV) foram avaliados como parametro de controle para
a expressao da TrkA e do numero de células plagueadas, respectivamente, dado
o fato dos grupos TrkA-P (Y785) e TrkA-total terem sido avaliados em placas
(células) diferentes. O experimento foi realizado em trés réplicas experimentais
independentes, apresentando resultados semelhantes, sendo apresentada nesta

sessao resultados apenas umas das réplicas experimentais.
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Figura 11. Inibicao farmacoldgica da TrkA pelo inibidor comercial GNF5837. A inibicao
da quinase foi testada nas linhagens (TrkA-Rato e HEK) de modo a demonstrar a capacidade do
ensaio de atividade in cell em acusar um perfil de inibicdo farmacolégico. A concentracdo de inibidor
testada foi de 1uM, e se deu por meio de uma pré-incubacédo das linhagens com o inibidor seguida
pela ativacdo com NGF (100 ng/mL). Em A observa-se a plotagem do ensaio realizado com a
linhagem TrkA de Rato, no subitem | tém-se o perfil de inibicdo da quinase no grupo +GNF5837 e
o desafio da inibicAo mediante a tratamento posterior com NGF no grupo +GNF5830+NGF. Os
controles positivos (+NGF) e negativo (DMSO 0.01%) destacam respectivamente a ativagéo e
atividade basal da TrkA. Em A subitem Il observa-se um grupo representando linhagem de TrkA
Rato posteriormente incubado com o anti TrkA total. Anticorpos secundérios IRDye Licor (800CW-
Rabbit e 680RD-Mouse) foram usados e a reacdo capturada em fotodocumentador Licor Odyssey
segundo o protocolo do fabricante. Em B (subitens Ill e IV) tém-se as plotagens referentes ao sinal
fluorescente para a-tubulina, que foi utilizada como controle do plagueamento das linhagens. No
eixo das ordenadas (Eixo Y) a fluorescéncia foi plotada pelo parametro de raz&o de fluorescéncia.
Considerou-se como ponto minimo do fold change o grupo que apresentasse o menor sinal dentre

os avaliados (DMSO 0.01%) sendo os demais grupos experimentais comparados a ele para o



estabelecimento das razdes de aumento ou diminuigdo. A relevancia estatistica para os diferentes
grupos foi avaliada pelo teste One-way ANOVA onde * equivale a p = < 0,05 sendo considerado

estatisticamente significativo.

Os dados obtidos nesta série de experimentos nos permitiram estabelecer
um ensaio para se medir a atividade da TrkA. Observamos a auto fosforilacdo e a
consequente ativacdo da TrkA na presenca de NGF e a inibicdo da mesma com o
inibidor comercial da TrkA GNF5837. Além disso, comparamos a cinética de
ativacao da TrkA de rato com a TrkA de NMR e observamos que ambas diferem
ao longo da cinética, sendo que a ultima atinge um nivel maximo de ativacao
inferior ao maximo observado para a TrkA de rato. Tal caracteristica da TrkA do
NMR é tida pela literatura como o fator que a caracteriza como uma enzima
hipoativa. Deste modo, a menor ativacdo da quinase do NMR se mostra como
potencial justificativa para a maior insensibilidade a dor do modelo
(OMERBASIC et al., 2016).

Entretanto, ao observamos os primeiros cinco minutos dos perfis cinéticos
de ambas as linhagens, é possivel identificar uma semelhanca nas inclinacfes das
retas que representam as ativacdes dessas enzimas. Tal equivaléncia nas
ativacbes (quando o contrario era o esperado) pode ter se dado devido a uma
maior expressao da TrkA na linhagem de NMR, o que resultaria em uma maior
guantidade de proteinas presentes nesta linhagem e aparentemente em uma maior
ativacdo da mesma, igualando-a a TrkA de Rato, a0 menos nos minutos cinéticos
inicias.

Este ensaio de atividade celular tem o potencial para ser usado para se
testar a atividade de mutantes da TrkA bem como para se rastrear drogas ou

peptideos moduladores desta quinase.
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4.2 Rastreamento de bibliotecas de Phage display para peptideos que se
ligam ao receptor do NGF (NGFR)

4.2.1 Formacao do complexo NGF/NGFR garante viabilidade de
aplicacao do receptor comercial da TrkA (NGFR) em ensaios
de selecao in vitro.

Primeiramente testamos se o0 NGFR recombinante comercial foi capaz de
se ligar ao seu ligante, o NGF recombinante.

Fizemos uma ligacdo in vitro entre as formas recombinantes dessas
espécies obtidas comercialmente. O ensaio foi realizado incubando-se o B-NGF
humano e a porc¢ao receptora de NGF da TrkA de Rato (NGFR) na propor¢cao molar
de 1:1, a interacao entre ambos foi observada por Western Blot em gel nativo como
descrito nos métodos.

O ensaio contou com quatro grupos experimentais, sendo o primeiro
composto pela incubacdo da TrkA com o NGF (+NGFR +NGF), o segundo
contendo somente a TrkA e sem o NGF (+NGFR -NGF), o terceiro grupo sem a
TrkA contendo apenas 0 NGF (-NGFR +NGF) e por ultimo um grupo sem nenhuma
das espécies (-NGFR -NGF). Os grupos foram incubados com anticorpos anti TrkA
Total e anti NGF. Foram realizados dois experimentos independentes de modo a
observar a consisténcia dos dados obtidos (Figura 12. de A a C, subitem 1). Os
resultados obtidos sugerem uma interacdo entre as espécies testadas (NGFR e
NGF).

E possivel observar através do anticorpo anti TrkA total as bandas do
receptor (NGFR) no grupo onde o mesmo foi adicionado isoladamente (+NGFR -
NGF) ou no grupo onde se encontrava complexado com o0 NGF (+NGFR +NGF)
(Figura 12. A subitem 1).

A mesma observacao € valida para o observado com o anticorpo anti NGF,

0 mesmo destacou bandas adequadas do fator em sua forma complexada com o



NGFR (+NGFR +NGF), entretanto sua forma isolada (-NGFR+NGF) nao se
mostrou visivel no gel. E possivel que esta auséncia tenha se dado pelo escape
do fator da malha de acrilamida ao longo da corrida, dado o tamanho reduzido do
fator (~27 kDa) (Figura 12. A, subitem II). As condi¢des de corrida do gel podem
ter dificultado a visualizagédo de um ganho de peso molecular do complexo NGFR/
NGF comparado ao NGFR sozinho.

Entretanto, ao analisarmos o grupo +NGFR +NGF (Figura 12. A, subitens |
e Il), foi observado que as bandas da TrkA (NGFR) e do NGF se sobrepoe,
demonstrando a presenca do NGF e seu receptor no grupo analisado. Infere-se
entdo a possivel ligacdo entre ambas as espécies durante o ensaio de ligacgéo,
sendo a colocalizacdo das bandas uma possivel representacdo do complexo
formado (NGF-TrkA) (Figura 12. A, subitem IIl). A Figura 12 B representa as
quantificagdes das bandas, realizada no software ImageLab™ (Biorad).

O experimento foi realizado em duas réplicas experimentais independentes,
apresentando resultados semelhantes, sendo apresentada nesta sesséo

resultados apenas umas das réplicas experimentais.
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Figura 12. Ensaio in vitro para a formac8do do complexo NGF-NGFR em gel nativo
(Native-PAGE). As espécies NGF e NGFR foram incubadas juntas in vitro. Em A (subitem I)
observamos a deteccdo do receptor NGFR nos grupos +NGFR+NGF e +NGFR-NGF utilizando
anticorpo anti NGFR (Anti TrkA Goat), no subitem Il temos a detec¢cdo do NGF nos grupos
+NGFR+NGF e -NGFR+NGF utilizando anticorpo anti NGF. O grupo -NGFR-NGF foi utilizado como
controle negativo e medida inespecificidade. No subitem IIl (MERGE) observamos a sobreposicéo
das bandas reativas com anti NGF e anti TrkA, onde se vé a presenca das bandas do receptor
NGFR e NGF no mesmo grupo (+NGFR+NGF), sobrepostas. Em B observamos a quantificacdo

das bandas fluorescentes dos subitens | e Il do item A realizada pelo software ImageLab™ Biorad.
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4.2.2 Rastreamento das bibliotecas ciclica (CX8C) e linear (X6) de
Phage display resultou na selecdo de fagos que se ligam ao

NGFR.

A metodologia de phage display se caracteriza como uma técnica de
enriguecimento progressivo de populacdes de fagos expressando peptideos
ligantes que apresentam expressiva afinidade por um determinado alvo. Buscou-
se entdo selecionar populacdes de fagos das bibliotecas X6 e CX8C que se ligam
ao NGFR.

Com os fagos de cada biblioteca procedeu-se a interacéo inicial (ciclo I) com
o receptor de NGF (NGFR). Os demais ciclos (ll, 11l e 1V) foram realizados sempre
utilizando como ligante os fagos recuperados e purificados no ciclo imediatamente
anterior, ‘como descrito na metodologia. Como ja descrito, 0s termos “panning” ou
“Biopenning” se tratam dos ciclos de enriquecimento consecutivos aos quais as
bibliotecas sdo submetidas, e que resultam em populac¢des de fagos cada vez mais
homogéneas.

Na Figura 13. A é possivel observar o padrdo e enriquecimento de cada uma
das bibliotecas (X6 e CX8C) nas duas condic¢des de eluicdo testadas: eluicdo direta
(subitens | e 1ll) e eluicdo acida (subitens Il e IV). A cada ciclo realizado observa-
se populagdes de fagos cada vez mais enriquecidas, ou seja, populacdes de fagos
com maior potencial de se ligarem ao ligante testado (NGFR), como é representado
pelas barras dos fagos das bibliotecas X6 e CX8C, eluidos por eluicdo direta e
CX8C por eluicdo acida. Entretanto, alguns fagos com baixa capacidade ligante
nao eliminados ao longo dos ciclos de sele¢céo, podem ocasionar um efeito oposto
no padréo de enriquecimento levando a um decréscimo do mesmo, como pode ser

visto no panning da biblioteca X6 por eluicdo acida (Figura 13. A Subitem II).



Do plagueamento do terceiro e quarto ciclo de cada um dos grupos (CX8C
e X6 eluicéo 4cida e direta) foram selecionadas dez colbnias. Estas coldnias foram
entdo utilizadas como molde em uma reacao de PCR para se amplificar os insertos
contidos nos fagos. Os produtos de PCR foram depois visualizados por um gel de
agarose (Figura 13. B e C Subitens | a Il) e sequenciados. A amplificacdo e
sequenciamento deste material nos permitiu inferir que alguns dos fagos obtidos
no terceiro e quarto ciclo apresentam peptideos com o potencial de se ligarem ao
receptor do NGFR (Figura 13. B e C Subitem lll, destacados em ciano).

Os fagos que apresentaram as sequéncias peptidicas promissoras foram
agueles fagos expressando as sequéncias CLSAGYPLFC e CLQGFGLGRC, visto
gue ambos os fagos apareceram trés e quatro vezes respectivamente no terceiro
ciclo e duas vezes (ambos os fagos) no quarto ciclo. J4 o fago expressando o
peptideo LFVALF apareceu apenas no quarto ciclo (duas vezes). Partimos entédo
para a precipitacao e purificacado desses fagos (CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC e

LFVALF) com o intuito de se confirmar a ligacao desses fagos ao NGFR.
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Figura 13. Enriquecimento das bibliotecas peptidicas X6 e CX8C, amplificacdo dos
insertos por PCR de coldnia e sequenciamento dos fagos oriundas do terceiro e quarto ciclo
do protocolo de phage display. Em A (subitens | e 1) eluicdo acida e direta e quantificacao dos
fagos recuperados (em TU’s) da biblioteca linear (X6). Em A (subitens Il e IV) eluigao acida e direta
e quantificagdo dos fagos recuperados (em TU’s) da biblioteca ciclica (CX8C). Os valores plotados
(Fagos recuperados UT’s) sao oriundos do nimero de colbnias contadas para cada um dos grupos
multiplicado pela diluicdo da amostra (N° de colénias contadas X 2000). Os ciclos I, 11l e IV foram
quantificados observando-se um aumento do titulo dos fagos ligantes do NGFR ao longo dos ciclos.
Dez colbnias obtidas nos ciclos Il e IV das bibliotecas testadas (X6 e Cx8C) foram selecionadas e
sequenciadas para se obter a identidade dos peptideos ligantes presentes nos fagos. Os grupos
eluicdo acida e direta se referem a diferentes formas de recuperacao dos fagos ligantes, sendo a
técnica pormenorizada na sessédo de métodos. O primeiro ciclo ndo foi quantificado para se evitar
a perda de fagos exibindo peptideos Unicos. Em B e C tem-se a eletroforese em gel de agarose 2%
corado em brometo de etidio. No primeiro poco encontra-se o peso molecular Benchmark (New
England Biolabs). Ainda em B e C sdo apresentados PCR’s das colbnias (Col 1 a Col 10)
selecionadas do terceiro (B subitens | e IlI) e quarto ciclo (C subitens | e Il) das bibliotecas linear
(X6) e ciclica (CX8C), contendo o fragmento amplificado dos fagos selecionados (~500pb). O
Controle negativo (Fago Fd (-) representa o fago selvagem sem insertos peptidicos em seu
genoma. Os fragmentos amplificados (500pb) representam parte da proteina viral Plll na qual estdo
inseridas as sequéncias peptidicas que compdem as bibliotecas testadas (X6 e CX8C). No subitem
Il (B e C) tem-se as sequéncias obtidas do sequenciamento dos fragmentos amplificados que
representam os peptideos obtidos nos ciclos. Destacadas em verde estdo os peptideos obtidos da
biblioteca X6 e em roxo os peptideos obtidos da biblioteca CX8C, esta divisdo esta presente em
cada um dos ciclos sequenciados. Os clones destacados em ciano representam os fagos que se
repetiram dentro de um grupo analisado, e representam potenciais fagos contendo peptideos

ligantes da TrkA (NGFR).
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4.2.3 Fago expressando o peptideo CLSAGYPLFC apresenta maior
afinidade de ligacéo pela porcéao receptorada TrkA (NGFR) do
gue os demais fagos selecionados (CLQGFGLGRC e LFVALF).

O receptor NGFR de Rato foi imobilizado em placas de 96-pocos. Alguns
controles também foram usados para avaliar a afinidade destes fagos pelo
receptor, dentre eles a imunoglobulina 1 humana (IgG1l) visto que o receptor
comercial utilizado (NGFR) se tratar de uma proteina fusionada a uma IgG
humana, e para garantir que os fagos foram selecionados contra a porcao
receptora do ligante procedemos com este controle. Também se utilizou como
controle albumina sérica bovina (BSA) que se caracteriza como um elemento
carreador sérico que se liga de forma inespecifica a diversas moléculas.

Fez-se entédo a ligacéo dos controles (IgG1 e BSA) juntamente com o NGFR
em placas de 96 pocos e nas mesmas condi¢des. Posteriormente, procedeu-se as
demais etapas do ensaio de ligagdo como ja descrito nos métodos. O Fd é um fago
que ndo expressa peptideos em sua superficie, o que nos permite avaliar o nivel
de inespecificidade do ensaio.

Dos fagos testados neste ensaio (CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC, LFVALF
e Fd) o que ainda manteve um bom perfil de ligacao pelo NGFR, sendo recuperado
mesmo apods as lavagens, foi o fago apresentando o peptideo CLSAGYPLFC.
(Figura 14. Grupo CLSAGYPLFC - Preto). E possivel observar a predile¢do deste
fago em se ligar ao NGFR quando comparado ao perfil de ligacdo dos demais fagos
testados (CLQGFGLGRC, LFVALF e Fd) pelo mesmo receptor. O alto erro
apresentado pela ligacdo deste fago ao NGFR possivelmente pode ter sido
resultado de uma recuperacdo desigual do fago CLSAGYPLFC na fase final do
ensaio de ligacao (fase de infeccao), mas que em nada afetou a capacidade ligante

preferencial do peptideo pelo alvo (NGFR).



A ligacao do fago contendo o peptideo CLSAGYPLFC ao IgG1 foi baixa
quando comparada a ligacdo com o NGFR, tendo-se como referéncia o fago Fd
(sem inserto). A ligacdo do CLSAGYPLFC ao BSA apesentou-se relativamente alta
neste experimento. Entretanto, foi algo que ndo se mostrou presente na replicata
seguinte deste mesmo experimento, € nem mesmo no experimento posterior
(Figura. 15) focado em identificar a possivel seletividade do peptideo
CLSAGYPLFC pela TrkA, no qual a ligacdo do peptideo ao BSA foi novamente
utilizada como um dos controles. Estes fatos caracterizam podem caracterizar o
fago CLASGYPLFC como o mais promissor em termos de afinidade pelo alvo
NGFR. Os demais fagos testados (CLQGFGLGRC e LFVALF) se ligaram de forma
insignificante tanto aos controles BSA e IgG quanto ao NGFR quando comparados
ao Fd. Estes experimentos de ligacdo foram realizados em duas réplicas
experimentais independentes, sendo cada grupo experimental testado em trés
repeticdes simultaneas (triplicata técnica). Sao apresentados nesta sessdo de

resultados os dados referentes a primeira réplica experimental.
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Figura 14. Ensaio de ligacéo dos peptideos selecionados na etapa de phage display
frente a TrkA e aos demais controles (IgG humano e BSA). Quantificacdo dos niveis de ligacdo
dos fagos contendo os peptideos CLSAGYPLFC (Preto), CLQGFGLGRC (Rosa) E LFVALF (Verde)
ao NGFR e aos controles BSA e IgG humano. Os valores plotados (Fagos recuperados UT’s) séo
oriundos do nuamero de colbnias contadas para cada um dos grupos (NGFR, IgG e BSA)
multiplicado pela diluicdo (N° de coldnias X 5000). Em azul o controle de ligacédo dos fagos (Fd) que
representa o fago selvagem sem bibliotecas inseridas em seu genoma. Considerou-se como ponto
minimo para a quantificagdo o grupo “Fd”, pois 0 mesmo apresentou o menor sinal de ligagao
considerando o nimero de colbénias obtidas em relagéo ao fator de diluicdo (5000X). Os demais
grupos experimentais (CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC e LFVALF) foram comparados ao Fd para
o estabelecimento das diferengas nas UT’s obtidas. A expressado “Fagos recuperados (UT’s)” trata-
se de uma terminologia que se refere a fagos obtidos no procedimento. A expressao “Fagos
recuperados (UT’s)” trata-se de uma terminologia que se refere aos fagos recuperados no ensaio

de ligacao e que se encontram em condicdo habil de infeccdo. A relevancia estatistica para os



diferentes grupos foi avaliada pelo teste One-way ANOVA onde * equivale a p = < 0,05 sendo

considerado estatisticamente significativo.

87

4.2.4 Fago expressando o peptideo CLSAGYPLFC se liga com
maior especificidade a porcao receptora da TrkA (NGFR) do

gue a porcgao receptora das demais Trk’s (TrkB e TrkC)

Os receptores NGFR de Rato, NGFR humano, porcéo receptora da TrkB
humana, porcéo receptora da TrkC humana e os controles IgG1l e BSA foram
imobilizados em placas de 96 pocos. ApGs a imobilizacéo, procedeu-se as demais
etapas do ensaio de ligacdo como j& descrito nos métodos.

A selecao dos fagos ligantes no panning foi feita utilizando o NGFR de rato,
este receptor apresenta uma identidade superior a 85% com o NGFR humano (NIH
- Blastp® suite sequences — ID’s: #P04629 (TrkA humano), #P35739 (TrkA Rato).
Dessa forma também testamos se o fago contendo o peptideo CLSAGYPLFC seria
capaz de se ligar igualmente a porcéo receptora da TrkA humana.

Nas réplicas experimentais o alto perfil de ligacao apresentado pelo fago
CLSAGYPLFC em relacdo ao NGFR se manteve fiel, replicando os resultados ja
obtidos anteriormente (Figura 15. Grupo CLSAGYPLFC - Preto). J& a capacidade
de ligacdo do fago (CLSAGYPLFC) em relagdo as demais Trk’s (TrkB e TrkC
humanas) se mostrou muito baixa, 0 que o caracteriza este peptideo como um
ligante especifico para 0 NGFR e nos permite descartar a possibilidade deste
peptideo apresentar um perfil de ligacdo pan Trk. Além disso, é possivel concluir
que o fago CLSAGYPLFC é capaz de se ligar igualmente ao NGFR de rato e

humano.
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Os sinais de ligacao do fago CLSAGYPLFC aos demais controles (BSA e
IgG) se mantiveram baixos ou até mesmo imperceptiveis entre as réplicas,
semelhante ao sinal de fundo apresentado pelo fago controle (Fd). O experimento
foi realizado em quatro réplicas experimentais independentes, sendo cada grupo
experimental testado em trés repeticbes simultdneas (triplicata técnica).

Apresentamos nesta sessdo de resultados apenas a quarta réplica experimental.
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Figura 15. Ensaio de ligagédo do peptideo CLSAGYPLFC frente as Trk’s (TrkA, TrkB e
TrkC) e demais controles (IgG humano e BSA). Observa-se a quantificacdo dos niveis de ligacdo
do fago contendo o peptideo CLSAGYPLFC (Preto) e do fago Fd (Azul) aos grupos: TrkA de Rato
(NGFR Rato), TrkA humana (NGFR humano), TrkB humana, TrkC humana e aos controles BSA e
IgG humano. Os valores plotados (Fagos recuperados UT’s) sdo oriundos do numero de colbnias

contadas para cada um dos grupos (TrkA Rato, IgG e BSA) multiplicado pela diluicdo (N° de



colénias X 5000). Em azul o controle de ligacdo dos fagos (Fd) que representa o fago selvagem
sem bibliotecas inseridas em seu genoma, caracterizando assim os niveis de interacdo de fagos
nao ligados ao receptor (NGFR). Considerou-se como ponto minimo para a quantificacdo o grupo
“Fd”, pois 0 mesmo apresentou o menor sinal de ligagdo considerando o niimero de colbnias obtidas
em relacdo ao fator de diluicdo (5000X). A ligacdo do peptideo CLSAGYPLFC foi comparada a
ligacdo do Fd (considerando cada receptor e controles testados) para o estabelecimento das
diferencas nas UT’s obtidas. A expresséo “Fagos recuperados (UT’s)” trata-se de uma terminologia
gue se refere aos fagos recuperados no ensaio de ligacao e que se encontram em condi¢do hébil
de infeccdo. A relevancia estatistica para os diferentes grupos foi avaliada pelo teste One-way

ANOVA onde * equivale a p = < 0,05 sendo considerado estatisticamente significativo.
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4.2.5 Andlise da estrutura tridimensional do complexo NGF/NGFR e
dos peptideos selecionados por phage display revelam
similaridades entre o peptideo CLSAGYPLFC e o NGF.

Inicialmente uma analise das sequéncias das Trks (TrkA, TrkB e TrkC) e das
neurotrofinas que se ligam a esses receptores (NGF, BDNF, NT-3 e NT-4) foi feita,
onde se buscou avaliar as semelhancas e diferencas nas sequéncias dessas
espécies tendo como base o estudo realizado por C. Wiesmann and A. M. de Vos
(2001).

Primeiro alinhou-se as sequéncias das quatro neurotrofinas: NGF (acesso:
P01138), BDNF (acesso: P23560), NT-3 (acesso: P23560) e NT-4 (acesso:
P34130). Utilizando-se o software BioEdit Alignment Editor (versdo 7.2.5) foi
possivel observar que as maiores diferencas apresentadas na sequéncia do NGF
em relacdo as demais neurotrofinas se localizam justamente nos residuos
descritos por C. Wiesmann and A. M. de Vos como os responsaveis pela ligagdo
entre o NGF e a TrkA (Figura 16. A Subitem I), o que demonstra a especificidade

apresentada por esta neurotrofina em relacdo a seu receptor. As demais



neurotrofinas (BDNF, NT-3 e NT-4) apresentam residuos bem diferentes daqueles
apresentados pelo NGF quando se considera apenas as regides em que o fator se
liga a TrkA (Figura 16. A Subitem I).

Em seguida, buscou-se alinhar as sequéncias das trés Trks: TrkA (acesso:
#P35739), TrkB (acesso: #Q16620.1) e TrkC (acesso: #Q96CY4). Utilizando-se o
mesmo software observou que as Trks se diferem em diversos pontos. Na
sequéncia da TrkA estao destacados os residuos responsaveis pela ligacdo de sua
porcdo receptora (NGFR) ao NGF. Estes residuos sédo diferentes das demais Trks
guando se considera as mesmas posi¢des, mostrando novamente a especificidade
de ligacdo s6 que desta vez considerando a sequéncia do receptor (Figura 16. A
Subitem II).

Esses consensos demonstrando a alta especificidade nos sitios de
interacao TrkA/NGF nos permitiu observar regides especificas para se interferir no
contato da enzima com o fator. Procedeu-se entdo uma nova analise buscando-se
identificar similaridades entre as sequéncias peptidicas identificadas por phage
display e o NGF.

Primeiramente utilizando-se o software BioEdit alignment editor (versao
7.2.5) alinhou-se os peptideos CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC e LFVALF a
sequéncia linear do NGF humano. Nesses alinhamentos foram excluidos os
residuos de cisteinas das posi¢cdes N-terminal e C-terminal dos peptideos (Figura
16. B Subitens | a IV). A partir deste alinhamento, observou-se que o peptideo
CLSAGYPLFC possui trés residuos em comum com a sequéncia linear do NGF:
uma Serina (SER-2), uma Prolina (PRO-6) e uma Fenilalanina (PHE-8) (Figura 16.
B Subitem 11). J& o peptideo CLQGFGLGRC possui igualmente trés residuos

similares aos do NGF: duas Glicinas (GLY-33 e GLY-40) e uma Leucina (LEU-39)
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(Figura 16. B Subitem 1lI). Por fim, o peptideo LFVALF possui identidade de dois
residuos quando comparado ao NGF: duas fenilalaninas (PHE-49 e PHE-53)
(Figura 16. B Subitem 1V). Buscou-se avaliar se dentre os residuos alinhados
algum se posicionaria nas regides de ligacdo do NGF a TrkA segundo C.
Wiesmann e A. M. de Vos (Figura 16. B Subitem | (Retangulos pretos)).

Dos peptideos avaliados o CLSAGYPLFC apresentou dois residuos que se
alinharam a residuos do NGF e também fazem parte das regides de interacao entre
NGF e TrkA, que foram os residuos de Prolina 6 (P6) e Fenilalanina 8 (F8) (setas
vermelhas).

Entre os residuos de Prolina (PRO-5) e Fenilalanina (PHE-7) na sequéncia
linear do NGF, existe um residuo de Isoleucina formando a sequéncia PIF (Figura
16. B Subitem Il — NGF Humano). No peptideo CLSAGYPLFC entre a Prolina e
Fenilalanina presentes s6 ha uma leucina que o difere da sequéncia do NGF
formando a sequéncia PLF (CLSAGYPLFEC) (Figura 16. B Subitem Il - Peptideo).

Essas semelhancas nos fazem considerar a Leucina do peptideo
CLSAGYPLFC como um terceiro residuo alinhado ao consenso de interacdo NGF-
NGFR dada sua semelhanca com a leucina. O peptideo CLQGFGLGRC
apresentou apenas um residuo que se alinhou ao NGF em uma regido que faz
parte do consenso de interagdo NGF-TrkA, o residuo Glicina 33 (G33) (Figura 16.
B Subitem Il — Peptideo). Por fim, o peptideo LFVALF ndo apresentou residuos
alinhados ao NGF no consenso de interagdo NGF-TrkA (Figura 16. B Subitem IV
— Peptideo).

Também foi realizado o procedimento de mutagénese in silico por meio do
software PyMOL (versédo 2.5.3) na microrregido do NGF contendo a sequéncia

HPIF, a qual se assemelha a sequéncia obtida no peptideo CLSAGYPLFC (YPLF).
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Foram analisadas as possiveis alteracdes estruturais ocorridas na interacdo
NGF/TrkA apds a troca da histidina presente imediatamente antes da sequéncia
PIF (HPIF), localizada na posicao 4 (HIS-4) da sequéncia linear da molécula de
NGF por uma tirosina (NGF H4Y). Além de seu alinhamento a Tirosina do peptideo
(YPLF), a Histidina na posicao 4 do NGF foi escolhida para a troca por apresentar
uma importancia chave na interacdo NGF/TrkA, sendo reportado que sua
substituicdo por um residuo de &cido aspartico resultar na reducdo, em até mil
vezes, da capacidade de ligacdo do NGF a TrkA (Wiesmann., C (2001).

Com a troca, essa microrregiao da estrutura do NGF passou a apresentar
em sua sequéncia linear um residuo de tirosina localizado em uma posicéo
semelhante a do residuo de tirosina contido no peptideo CLSAGYPLFC. Foi
utilizado como modelo para tal procedimento a estrutura do NGF complexado ao
NGFR (PDB: 2IFG), onde se buscou avaliar modificagdes nas distancias entre o
residuo mutada do NGF (H4Y) e residuos da TrkA que possivelmente interagiriam
com o mesmo na formagao do complexo.

Essa andlise foi realizada comparando-se, a estrutura do complexo
contendo o NGF em sua forma ndo mutada (NGF WT) a uma outra versao da
mesma estrutura com o0 NGF mutado (NGF HY4). Na Figura 16. C (subitem I) tem-
se a estrutura cristalizada (PDB: 2IFG) do complexo NGF-NGFR, em vista frontal
e lateralizada (90°C). Na Figura 16. C (subitem Il), avaliou-se as distancias entre o
residuo de Histidina do NGF na posicao 4 (HIS-4) e os residuos de Fenilalanina na
posicdo 303 (PHE-303) e Serina na posi¢cdo 304 (SER-304). Ja no grupo mutado
Figura 16. C (subitem IIl), foram avaliadas as distancias entre o residuo de Tirosina
do NGF na posicao 4 (TYR-4) e os residuos de Fenilalanina na posi¢cao 303 (PHE-

303) e Glicina na posicao 344 (GLY-344). Nas linhas tracejadas (Figura 16. C
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(subitens 1) a direita), observa-se as distancias entre a Histidina 4 (NGF WT) e os
residuos Fenilalanina 303 (3.1 A) e Serina 304 (3.5 A) em um modelo esquematico
linear. Ja nas linhas tracejadas na Figura 16. C (Subitem Ill a direita), sédo
observadas as distancias entre a Tirosina 4 (NGF H4Y) e os residuos Fenilalanina
303 (2.9 A) e Glicina 344 (2.0 A/ 2.1 A) no mesmo esquema de representacéo
linear. E possivel observar que a troca H4Y, de modo a mimetizar aspectos do
peptideo CLSAGYPLFC no NGF, ndo surtiu efeitos significativos em relacéo a
proximidade entre NGF e o NGFR, ao se avaliar a distancia entre residuos
espacialmente proximos. A partir do observado na analise estrutural é possivel
propor que ocorra uma interacdo entre CLSAGYPLEC e o NGFR por meio da
sequéncia YPLF do peptideo. E teoricamente possivel que a tirosina inserida pela
mutacdo (H4Y) ndo se caracterize como um empecilho para a interagdo NGF-
NGFR, apesar do que é reportado pela literatura em relacdo importancia deste
residuo. Somados esses fatores, é possivel que a interagdo do peptideo
CLSAGYPLFC com o NGFR ocorra por meio da sequéncia YPLF. Essas analises
estruturais foram feitas em colaboragédo com o aluno de doutorado Allan Pradeli

Roldao.
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Figura 16. Alinhamento dos fagos CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC E LFVALF com o
NGF, e sequéncias dos receptores (TrkA, TrkB e TrkC) e neurotrofinas (NGF, BDNF, NT3 e
NT4) alinhadas. Em A (subitem I) é mostrada a sequéncia linear do NGF humano e de Rato e o
alinhamento destas com as demais neurotrofinas (BDNF, NT3 e NT4 humanas). Os retangulos
pretos representam os residuos responsaveis pelo contato entre o NGF e a TrkA (consenso de
interacéo), de acordo com C. Wiesmann and A. M. de Vos (2001). Em A (subitem Il) mostramos as
sequéncias lineares TrkA humana, TrkA de Rato, TrkB humana e TrkC humana. O destaque dado
(retdngulos pretos) as sequéncias da TrkA humana ilustra novamente os residuos envolvidos na
interacdo agora da quinase com o NGF (consenso de interacdo). Em B (subitens II, 1l e 1V)
observamos o alinhamento dos peptideos obtidos nos ciclos de enriquecimento do phage display
com a sequéncia do NGF humano. Séo destacados por setas os residuos em comum entre 0s
peptideos e o NGF, as setas pretas representam residuos dos peptideos que se alinharam a
sequéncia do NGF. As setas vermelhas representam os residuos dos peptideos que além de se
alinharem a sequéncia do NGF, tiveram seu alinhamento em pontos dentro do consenso de
interacdo. O alinhamento foi realizado apenas com a regido variavel dos peptideos, sem as
Cisteinas “N” e “C” terminais. Em C (subitem |) tem-se a estrutura da TrkA complexada com o NGF
(PDB: 2IFG) em vista frontal e lateralizada (90°C). O retangulo destaca a regido alvo da mutagdo
(H4Y). Em C (subitem Il) observa-se segmentos de distancia entre o NGF (Magenta) e TrkA (Ciano)
no complexo de interacdo NGF-TrkA (PDB: 2IFG). Em C (subitem IlI) tem-se um novo célculo das
distancias entre a TrkA e o NGF apo6s a substituigdo do residuo de Histidina 4 (HIS-4) do NGF por
uma Tirosina na mesma posi¢éo (H4Y), de modo a simular no NGF selvagem a tirosina presente
no peptideo ciclico (CLSAGYPLFC) e as alteragfes nas distancias decorrentes desta diferenca. As
distancias (em angstrom A) dos residuos da TrkA em relac&o aos residuos do NGF s&o destacadas
nas linhas tracejadas em amarelo (na figura estrutural & esquerda) e em linhas pretas na
representacao linear das sequéncias (a direita). Siglas numeradas (PHE-303, SER-304, HIS-4 e

GLY-344) representam aminodcidos e suas respectivas posigoes.
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Rastreamos em duas bibliotecas de phage display peptideos que se ligam
especificamente ao NGFR. Selecionamos trés peptideos sendo dois deles ciclicos
qgue foram enriquecidos durante a selecdo, aparecendo mais de uma vez nas
amostras sequenciadas. Desses trés peptideos, apenas um deles (CLSAGYPLFC)
de fato se ligou tanto ao NGFR de rato quanto ao de humano. Os demais peptideos
selecionados (CLQGFGLGRC e LFVALF), por ndo apresentarem efeito ligante e
nem de seletividade satisfatérios, nos leva a acreditar que possam ter sido
selecionados por conta de alguma interacdo minima ao NGFR. Ambos os
peptideos de baixa seletividade se alinharam & regibes do NGF diferentes das
descritas por serem as responsaveis por interagirem com a TrkA (consenso de
interacao), o que pode ter resultado na baixa interacdo dos mesmos ao NGFR nos
testes realizados. Outro ponto importante € que o peptideo CLQGFGLGRC, que
apesar de ter se alinhado a trés residuos do NGF (fora do consenso), foi necessario
ao software adicionar espacamentos para que a sequéncia do peptideo fosse
alinhada a sequéncia do NGF. Diferentemente, o peptideo CLSAGYPLFC teve
alinhado quatro de seus residuos ao mais importante dos consensos de interacédo
NGF-TrkA, o “SSHPIF”. Desses quatro residuos, dois eram iguais a residuos
encontrados no NGF (Prolina (P) e Fenilalanina (F). Os outros dois eram proprios
do peptideo, porém ainda alinhados ao consenso de interagdo NGF-NGFR: uma
Tirosina (Y) e uma Leucina (L) (no peptideo) onde se encontravam
respectivamente uma Histidina (H) e uma Isoleucina (I) (no NGF). A regido na
estrutura da TrkA responsavel pela interacdo com o NGF ndo apresenta homologia
com as regides de interagao das demais Trk’s (TrkB e TrkC) com seus respectivos
ligantes, aspecto confirmado ao se observar a seletividade de ligacdo do peptideo

CLSAGYPLFC pela TrkA.
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Os estudos de modelagem realizados ainda sugerem que a substituicdo de
uma Histidina (H) por uma Tirosina (Y) na sequéncia linear do NGF né&o acarreta
em complicagbes na ligacdo do NGF ao NGFR, permitindo ser teoricamente
possivel que a interacdo do peptideo CLSAGYPLFC com o NGFR ocorra por meio

da sequéncia YPLF do peptideo.
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5. Discussao

5.1 Referente a padronizacao do ensaio de atividade In Cell

A busca por novas moléculas analgésicas capazes de gerar os efeitos
desejados e tendo em contrapartida o minimo de efeitos colaterais se traduz como
0 objetivo final dos estudos ligados a nocicepcédo. A crise de opioides tem se
tornado motivo de preocupacao, visto que o uso indiscriminado dessas substancias
tem elevado de forma preocupante ocorréncias de overdose, tolerancia
medicamentosa e outros efeitos adversos de ordem neuroldgica ligados ao uso
clinico ou abusivo dessas substancias (DEWEERDT, 2019). O fator de
crescimento neurotréfico (NGF) e a Tropomiosina quinase A (TrkA) sédo alvos
particularmente promissores dentro deste contexto devido ao papel chave que
exercem em vias de sinalizacdo associadas ao processo nociceptivo. A TrkA é
estruturalmente dividida em trés porcbes: uma por¢cdo intracelular [(porcéo
quinase), um dominio transmembranar (TMD) e uma porcao extra celular (porcéo
receptora (NGFR)]. Sendo esta ultima (NGFR) a regido que apresenta maior
variabilidade estrutural por se tratar da superficie de interacdo com o fator (NGF)
(MARTIN-ZANCA et al., 1989).

Com o objetivo de se selecionar moléculas capazes de interferir na ativacao
da TrkA, especificamente na fase onde ocorre a interagdo do NGF com a por¢ao
receptora da enzima, foram conduzidos experimentos de padronizacao
metodoldgica e triagem de moléculas que resultaram no presente trabalho.

Buscamos também padronizar um ensaio de imunofluorescéncia in cell para
a deteccéo de atividade da TrkA, de modo que o mesmo fosse capaz de acusar a

ativacdo da enzima a nivel celular, sendo conduzido em média ou larga escala,
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visto que o ensaio é realizado em placas contendo multiplos pocos.

Com o0 uso de anticorpos anti TrkA total, observamos uma adequada
capacidade do ensaio em detectar niveis totais da TrkA presentes em linhagens
produzidas em nosso laboratorio que expressam a enzima de forma estavel.
Através das linhagens utilizadas [TrkA de Rato e TrkA Quimera (NMR)] procedeu-
se a titulagcdo do anticorpo anti TrkA total (1:1000 a 1:30,000), onde se observou a
capacidade de deteccdo da TrkA utilizando o ensaio de imunofluorescéncia in cell
e padronizou-se entéo a diluicdo de uso do anti TrkA total para essas linhagens
em 1:5000, de modo a se trabalhar em uma faixa de sinal superior aquela
apresentada pelo ruido. Como controle de plagueamento, as placas foram
reincubadas com o anticorpo anti a-Tubulina em uma Unica concentracéo
(1:10,000) de modo a atestar que o decaimento observado nas leituras do anti TrkA
total eram efeito de diluigdo do anticorpo anti TrkA total e ndo de um plaqueamento
decrescente das linhagens, sendo os niveis de tubulina praticamente constantes
em todas as concentracdes que correspondem ao anti TrkA total. Concluiu-se
entdo a adequada capacidade do ensaio em detectar a TrkA em um contexto
celular.

Em seguida observou-se a capacidade do ensaio de detectar a forma ativa
da TrkA utilizando anticorpos contra a forma fosforilada da enzima (TrkA-P). Apos
a ligagdo com o NGF a porgéo intracelular da TrkA sofre diversas auto fosforilages
em residuos de tirosina, em especial nas posi¢cbes Y674/Y675 e Y785 que se
caracterizam como importantes indicadores de ativacao da enzima. O processo de
autofosforilagcdo € amplo e envolve a fosforilacdo de outros residuos de tirosina de
fundamental importancia para as demais etapas da via (FRIEDMAN; GREENE,

1999).
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Utilizando as linhagens celulares produzidas em nosso laboratério [TrkA de
Rato e TrkA Quimera (NMR)] foi possivel observar que dentre os anticorpos
testados contra a forma fosforilada da TrkA o que mais se destacou, pela qualidade
do sinal gerado e reprodutibilidade, foi o anticorpo contra a tirosina na posi¢céao
Y785 (na concentracao de 1:2000), sendo que a ativagdo da TrkA se deu ap06s o
tratamento com NGF. Além disso, observou-se a hipofuncionalidade da TrkA
expressa pela linhagem TrkA Quimera (NMR), o que corroborou dados da literatura
onde se observa a hipoativagéao da TrkA e de vias correlatas no modelo da toupeira
pelada (Naked mole Rat (NMR)) (OMERBASIC et al., 2016). O NGF ativou na
ordem de 3 vezes a TrkA de rato e 1,5 vezes a TrkA quimera quando comparadas
ao controle nédo tratado (-NGF). Como controle, ndo observamos sinais de TrkA
tdo pouco de TrkA ativa em células HEK 293T nao transfectadas.

Outro aspecto da bioquimica da TrkA que foi observado por meio do ensaio
de imunofluorescéncia in cell foi o tempo de ativacdo da enzima de nossas
linhagens celulares. Uma cinética em funcao do tempo de ativagdo da TrkA foi feita
de modo a avaliar a ativagcéo da quinase em diferentes tempos apds seu tratamento
com NGF. Observou-se que a TrkA de Rato, representante da enzima em sua
forma selvagem, apresentou um perfil de ativacéo crescente ao longo dos tempos
alcancando seu pico de ativacao cerca de 10 minutos apos o tratamento com NGF,
apresentando neste ponto da cinética (10 minutos) uma razao de fluorescéncia,
associado a sua atividade quinase maxima, 4 vezes acima do controle (HEK néo
transfectada), comportamento este em conformidade com o previsto pela literatura
para a ativacdo desta tirosina quinase e que ja havia sido observado por nosso
grupo em experimentos prévios por Western Blot (Moraes et. al. 2022).

Diferentemente, a linhagem expressando a TrkA Quimera (NMR) apresentou um
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perfil de ativagdo cuja atividade méxima se deu em 5 minutos apos a adicdo de
NGF, porém alcancando uma razéo de fluorescéncia (em 5 minutos), associado a
sua atividade quinase maxima, cerca de 2,8 vezes acima do controle (HEK nao
transfectada), mantendo-se neste patamar de ativacdo até proximo de 10 minutos
apos adicao do NGF.

Entretanto, ao analisarmos a inclinagdo das retas de ambas a linhagens
neste experimento cinético, observamos que os perfis iniciais de ativacao de
ambas as linhagens se mostram semelhantes (de Omin a 1min), o que nao se
encaixa com dados da literatura que enquadram a TrkA do Naked Mole Rat
(Quimera) como uma enzima hipoativa frente a TrkA selvagem (OMERBASIC et
al., 2016). Quanto a esta particularidade, destacamos que 0s niveis de expressao
da TrkA Quimera, em outras classes de ensaios realizados em nosso laboratério
(Western Blot), se mostraram superiores aos niveis de expressao da TrkA de Rato
nas linhagens estabelecidas por n6s em células HEK293T. Buscamos estabelecer

novas linhagens da TrkA do NMR tanto utilizando outra metodologia de transfec¢ao

(Lipofectamine2000 - Thermo ScientificTM®) guanto variando as quantidades de

inserto, porém as expressoes de TrkA Quimera das linhagens assim geradas ainda
se mantiveram desajustadas. Ainda assim, buscamos analisar a linhagem de NMR
no In cell, porém tal problematica ainda se mostra como presente sendo possivel
observar uma ligeira diferenca na expressdao de ambas as linhagens no
experimento cinético, apresentado na sesséo de resultados (Figura 10. A - Linhas
azuis — TrkA-T). Acreditamos que a ativacdo “semelhante” das linhagens na
cinética ndo seja uma contestacao do carater hipoativo da TrkA do NMR, mas sim
o resultado de uma maior expressao da TrkA em nossa linhagem quimérica. Este

aumento na expressao poderia estar causando um aumento aparente na atividade
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da quinase do NMR. Possivelmente, pelo fato da linhagem quimérica apresentar
uma quantidade total de enzimas maior do que a linhagem de Rato, tal
circunstancia pode estar mascarando o aspecto hipoativo de da quinase do NMR
de modo que a similaridade aparente entre as atividades das quinases seja na
verdade o resultado de uma discrepancia nos padrdes de expressao. Desta forma,
analises comparativas entre a linhagem selvagem (Rato) e do NMR (Quimera) e
gue levem em consideracdo expressao e atividade da TrkA se mostram como
dificeis de serem realizadas até que se estabeleca de fato uma linhagem do NMR
com niveis de expresséo da TrkA mais adequados.

Este aspecto pode ser um fator importante, dada a possibilidade de existir
uma certa preferéncia a determinados codons utilizados pelo NMR, o que poderia
estar influenciando diretamente sua expressdo. Tais pontos carecem de ser
analisados de forma mais minuciosa em estudos posteriores.

Por fim, o ensaio de imunofluorescéncia in cell foi avaliado quanto a sua
capacidade em detectar a inibicdo farmacolbgica da TrkA, visto ser este o fim
desejado de sua aplicacdo. Com o ensaio, foi possivel observar o perfil de inibicéo
da TrkA de Rato frente ao tratamento com 1uM do inibidor comercial GNF5837. A
inibicdo observada atesta a capacidade do ensaio em detectar eventos de inibicao
farmacoldgica direcionados a TrkA. O ensaio se mostra como efetivo em detectar
a inibicdo da Trka de rato tanto no grupo tratado somente com o inibidor
(+GNF5837), inibicdo basal da atividade, quanto no grupo incubado com o inibidor
e posteriormente desafiado com NGF (+GNF5837+NGF). A ativacdo da quinase
no grupo controle positivo (+NGF) se da normalmente atestando a viabilidade da
linhagem utilizada.

Entretanto, pontuamos que para uma padronizacdo mais completa deste
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ensaio experimentos adicionais se mostram como necessarios. A eficiéncia deste
método pode ser melhor corroborada por meio de testes com inibidores e
ativadores da TrkA a niveis nanomolar e picomolar de modo a estabelecer os
limites de deteccdo da técnica. Recentemente um ensaio em abordagem high-
throughput screening, baseado em linhagens celulares de TrkA, foi estabelecido.
O ensaio foi capaz de detectar a inibicdo da TrkA na ordem de 4,8nM (ICs0) e de
apresentar robustez para o estabelecimento de um indice de reprodutibilidade
experimental (Fator “Z”) de 0,79 (Pandre et al., 2018). Entretanto, a o ensaio
proposto pelos autores se diferencia do nosso por se utilizar de células KM12 que
expressam a TrkA de forma constitutivamente ativa. Além disso, utilizou-se
anticorpos anti TrkA (Y674/Y675) para se detectar a TrkA fosforilada (forma ativa)
e Peroxidase alcalina de rabanete (HRP) acoplada ao anticorpo secundario como
técnica de marcacédo/deteccao.

Em um primeiro momento, a ativagao constitutiva da TrkA pode dificultar o
estabelecimento de controles funcionais que validem de forma adequada os
eventos observados, tal como o decaimento progressivo da atividade em cinéticas
de ativacdo enzimatica. Modelos celulares com vias constitutivamente ativas sdo
por vezes oriundos de drasticas alteracbes gendmicas, podendo se observar
variagcbes em seus niveis globais de proteinas e o aparecimento de proteinas
truncadas e quimeéricas (Niedernberg., 2003). A linhagem KM12 apresenta a TrkA
em uma forma constitutivamente ativa a partir de um processo oncogenético de
formacéo da proteina quimérica TrkA-TPM3, justamente através de um processo
de fus@o entre a porcéo quinase da TrkA e parte da proteina TPM3 (NTRK1KD-
TPM3). Tal fusdo entre essas proteinas e a atividade constitutivamente ativa da

quimera (TrkA-TPM3), foram descritos pela primeira vez em quadros de carcinoma
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colorretal, o qual reportou acumulo e hiperativacdo da espécie TrkA-TPM3 (Ardini
et al, 2014).

O estudo citado (Pandre et al., 2018) utilizou-se de um método de deteccao
final baseado em Peroxidase alcalina e Tetrametilbenzidina (TMB), entretanto este
método pode apresentar problemas consideraveis na gerag¢do dos sinais, visto a
presenca de peroxidases enddgenas em diversos tipos celulares, inclusive em
células KM12, tais como a glutationa redutase, que caso ndo sofra um processo
adequado de inibicdo pode vir a competir com a peroxidase conjugada ao anticorpo
secundario detector (Liu G., 2006).

Em nosso trabalho foram utilzadas linhagens com expressfes estaveis de
TrkA e a ativacao da quinase se deu mediante tratamento com NGF (e ndo de
forma constitutiva). Tal aspecto além de atenuar a ativacdo cruzada de vias
também permite a aplicacdo da técnica em analises que visem observar
justamente o decaimento da atividade quinase da TrkA (por exemplo, em
cinéticas), podendo mais facilmente ser empregada para se comparar diferentes
linhagens mutantes. Além disso, como método de deteccéo final, nossa técnica
utilizou de anticorpos conjugados com fluor6foros préximos do espectro infra
vermelho (680nm a 800nm), que permitem emissdes de sinais mais estaveis e nao
necessitam de espécies intermediarias para a geracdo desses sinais (Li-cor
antibodies IRDye® - Infrared Fluorescent Dyes and near-infrared (NIR)

fluorescence probes).

5.2 Referente a prospeccéao de peptideos por phage display

Apds a padronizacdo do ensaio de atividade in cell deu-se inicio aos
procedimentos da metodologia de phage display. A principio avaliamos a

possibilidade de se utilizar uma versao recombinante e dimerizada do NGFR
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(comercial) em nosso procedimento de triagem dos fagos. Avaliamos a
capacidade deste receptor em se ligar ao dimero de NGF (comercial), visto a
importancia de confirmarmos a aptiddo do NGFR em estabelecer interacdes
antes de ser empregado nos procedimentos de selecdo de phage display.
Um ensaio de ligagéo foi entdo realizado utilizando o NGFR e seu ligante,
NGF, sendo a reac&o na sequéncia corrida em gel nativo ndo desnaturante (Native-
PAGE) de modo a n&o ocorrer a dissociacdo do complexo NGFR-NGF formado
pela interacdo de ambos.
O resultado obtido com a marcacao do anti NGF demonstra a presenca de
NGF no grupo contendo o fator e o receptor NGFR (+NGF+NGFR). Da mesma
forma a marcacéo com o anti TrkA mostra a presenca do NGFR no grupo contendo
o receptor e o fator (+NGFR+NGF). E possivel observar entdo na sobreposi¢éo da
imagem (Merge) a colocalizacdo das bandas do NGF e do receptor (NGFR) no
mesmo grupo experimental (+NGFR+NGF), o que demonstra a ocorréncia de uma
possivel ligacdo entre ambas as espécies e que as mesmas se encontram em uma
forma complexada (complexo NGFR-NGF). Com o anticorpo anti TrkA foi possivel
marcar a presenca do NGFR no grupo controle que continha apenas o receptor
(+NGFR-NGF), sobretudo dado o seu alto peso molecular (138kDa). Entretanto,
no controle contendo apenas o0 NGF (-NGFR+NGF) o anticorpo anti NGF né&o
conseguiu marcar o ligante, possivelmente por conta de seu baixo peso molecular
(27kDa). A nado deteccdo do NGF isolado (-NGFR+NGF) pode ter se dado por dois
fatores, primeiro pelo prolongado tempo da eletroforese exigido pela técnica (4h) e
também pela baixa concentracdo da malha de acrilamida presente no gel de
separacao (8%), mais adequada para retencéo de proteinas de alto peso molecular

como o NGFR (138kDa). Desta forma, acreditamos néo ter sido possivel observar
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as diferencas de pesos moleculares entre o complexo (NGFR-NGF) e o controle (-
NGFR+NGF) devido ao fato de ndo separarmos essa faixa de peso molecular. Nao
detectamos o NGF sozinho sem o receptor, na sua forma isolada (dimérica: 27kDa)
pois 0 mesmo pode ter saido do gel ao longo da eletroforese.

Apés testarmos a capacidade de ligagdo do NGFR ao NGF, o receptor foi
utilizado como alvo nas triagens do protocolo de phage display visando enriquecer
as bibliotecas de fagos X6 e CX8C para que fosse possivel a selecdo de fagos que
apresentassem peptideos ligantes do NGFR. O enriquecimento foi feito por meio
de apresentagcdes sucessivas ao receptor NGFR das populacbes de fagos
selecionadas sempre ao fim de cada ciclo do protocolo de phage display, ou seja,
as populacgdes de fagos ao fim de um ciclo foram utilizadas como fagos ligantes do
ciclo seguinte de modo a homogeneizar a populagcdo de fagos obtida,
enriguecendo assim a amostra e selecionando somente os fagos que
apresentassem maior ligacéo ao alvo. O progresso do enriquecimento se mostrou
evidente ao longo dos ciclos observando-se um aumento gradativo de fagos
recuperados, atestando o enriqguecimento das populacbes para ambas as
bibliotecas (X6 e CX8C) e em todas as condi¢cdes de eluicdo (eluicbes direta e
acida). Fagos de baixa afinidade ndo eliminados ao longo dos ciclos de selecéo
podem ocasionar um efeito oposto no padrdo de enriquecimento, levando a um
decréscimo do mesmo, como pode ser visto no panning da biblioteca X6 por
eluicdo acida. O terceiro e quarto ciclos de todos os grupos foram sequenciados e
a identidade dos fagos foi entdo determinada chegando-se as sequéncias
CLSAGYPLFC e CLQGFGLGRC e LFVALF, sendo os dois primeiros oriundos da
biblioteca CX8C e o terceiro da biblioteca X6.

Dado o fato desses peptideos selecionados (CLSAGYPLFC e
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CLQGFGLGRC e LFVALF) terem sido os mais prevalentes nos ciclos
sequenciados indicando uma boa capacidade dos mesmos de se ligarem ao
NGFR, a analise da sequéncia dos mesmos em relacdo a do NGF apontou
importantes similaridades, sobretudo entre o fator e o peptideo CLSAGYPLFC.
Como j& apontado na secdo de resultados, ambas as espécies (NGF e
CLSAGYPLFC) compartilham uma sequéncia de trés residuos idénticos (Serina,
Prolina e Fenilalanina) e um residuo quimicamente similar [Leucina (peptideo) e
Isoleucina (NGF)]. E possivel observar que entre os residuos de Prolina e
Fenilalanina na sequéncia do peptideo, existe um residuo de leucina que forma a
sequéncia PLF (CLSAGYPLEC). Observamos que esta sequéncia (PLF) esta
parcialmente presente no NGF, porém tendo a Leucina que estd presente no
peptideo trocada por uma Isoleucina na sequéncia linear do NGF (ILE-6),
formando-se nessa regido do NGF a sequéncia PIF (Prolina-Isoleucina-
Fenilalanina). O peptideo CLSAGYPLFC dentre todos os selecionados € o que
possui a maior similaridade com o NGF, e além da similaridade, alguns dos
residuos do peptideo (PLF) se alinham a uma regido do fator (NGF) que é
fundamental para interacdo com a porcao receptora da TrkA (Wiesmann., C 2001).

Apés a identificacdo dos peptideos ligantes por sequenciamento
(CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC e LFVALF) eles foram isolados, purificados e
testados individualmente em um ensaio de ligacao para se confirmar as afinidades
observadas em relacdo ao NGFR. Neste ensaio testou-se as popula¢cdes de fagos
de forma individualizada (CLSAGYPLFC, CLQGFGLGRC ou LFVALF), diferente
do executado nos ciclos tradicionais do protocolo de phage display onde se testam
bibliotecas e as sub-bibliotecas obtidas do processo de enriquecimento dos fagos

ligantes ao alvo de interesse (NGFR). Nas duas réplicas experimentais do ensaio
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conseguimos observar uma boa capacidade de ligacdo do fago expressando o
peptideo CLSAGYPLFC ao NGFR, o que corrobora o alto perfil de enriquecimento
gue foi observado no grupo do protocolo de phage display do qual o fago
CLSAGYPLFC foi obtido (CX8C eluicdo direta), caracterizando 0 mesmo como um
fago ligante. J& o padrdo de ligacdo dos demais peptideos (CLQGFGLGRC e
LFVALF) revelou uma baixa capacidade dos mesmos de se ligarem ao receptor
(NGFR). Os peptideos apresentaram apenas sinais residuais de ligagdo em
relagcdo aos demais controles (BSA e IgG) e de fato ndo apresentam homologias
sequenciais significativas com regides de ligacdo do NGF a TrkA.

Vimos também que o peptideo CLSAGYPLFC é seletivo para a TrkA
(NGFR), descartando a possibilidade do mesmo ser um peptideo de acdo pan
Trk’s. Realizamos novamente um ensaio de ligagao, porém tendo como grupos
controle a TrkA humana (NGFR humano), a TrkB humana e a TrkC humana; além
dos ja& citados controles BSA, igG e TrkA (NGFR Rato). Este experimento foi
conclusivo para observarmos que o peptideo CLSAGYPLFC é um ligante
preferencial do NGFR humano (TrkA humana) e de rato (TrkA de rato),
apresentando um nivel de interagdo quase que imperceptivel pelas demais Trk’s
(TrkB e TrkC).

Esta baixa interacdo com os receptores TrkB e TrkC de certa forma ja era
esperada visto que as Trk’s diferem consideravelmente entre si em suas porcdes
receptoras, e sao ativadas nessas regides por fatores estruturalmente diferentes.
Desta forma, a ligacéo entre o peptideo CLSAGYPLFC e as demais Trk’s é algo
gue ja tinhamos como pouco provavel de ocorrer, visto que o peptideo demonstra
ser um potencial mimético da molécula de NGF. Além disso, tais observacdes

apenas corroboram a baixa identidade entre as Trk’s ja observada por meio do
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alinhamento das mesmas (inferior a 55%) (NIH - Blastp® suite sequences — ID’s:
#P04629 (TrkA humana), #Q16620 (TrkB humana) e #Q16288 (TrkC humana)).
Outro ponto interessante observado neste experimento foi a equivalente ligacao do
peptideo CLSAGYPLFC ao NGFR de rato e humano. Como ja citado nos
resultados e igualmente descrito nos métodos, as fases de enriqguecimento do
protocolo de phage display foram realizadas utilizando o NGFR de Rato como alvo.
Porém, neste ensaio de ligacdo decidimos usar o NGFR humano como controle
para observarmos se o peptideo CLSAGYPLFC, selecionado contra o receptor de
rato, também possuiria afinidade pelo receptor de NGF humano. Foi observado
gue a afinidade do peptideo pelo NGFR humano ndo so foi similar a afinidade
apresentada NGFR de Rato como se mostrou até maior devendo esse resultado
ser confirmado por outras técnicas que determinem constantes de afinidade.
Estudos recentes buscam desenvolver anticorpos anti NGF para aplicagao
em quadros de dor inflamatéria. Tais abordagens tém obtido consideravel
progresso no desenvolvimento de anticorpos monoclonais [Tanezumab (Pfizer e
Lilly Eli), Fasinumab (Regeneron e Teva) e Fulranumab (Janssen e Amgen)],
alguns deles ja administrados em grupos amostrais que apresentam patologias
associadas com o desenvolvimento do fenotipo nociceptivo (Birbara., 2010).
Entretanto, efeitos adversos foram observados e diretamente associados ao uso
dessas terapias (Hochberg MC. 2015, Maloney J. 2016 e Lane NE. 2017). O
Tanezumab, submetido a uma triagem clinica duplo cega em pacientes com
osteoartrite e contendo a maior amostra de pacientes testados (dentre todos os
anticorpos citados), foi associado ao progresso acelerado dos quadros de
osteoartrite e ao desenvolvimento osteonecrose em locais até entdo néo afetados

pela patologia alvo nos pacientes submetidos ao tratamento com o anticorpo
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(Hochberg MC., 2015). A partir de entdo os testes com a citada terapia
(Tanezumab) foram temporariamente suspensos. A retomada dos testes para este
anticorpo se deu ap0s a agéncia reguladora norte americana (FDA - Food and Drug
administration) estabelecer diversos parametros para novos testes, dentre eles, a
concentracgédo fixa de 5 mg como dosagem maxima a ser administrada (Hochberg
MC., 2015). Essa dosagem limite estabelecida pelo 6rgdo de controle (5 mg) se
mostrou como problematica, visto que a faixa de acdo do Tanezumab ter
apresentado maior efetividade em doses acima de 5 mg (Hochberg MC. 2015 e
Block. 2017). Sendo assim, atualmente apenas pequenas doses estdo sendo
avaliadas tanto do Tanezumab quanto do Fasinumab, com a possibilidades de
acdo subdtima dadas as restricdes legais estabelecidas (Block., 2017).

Diferentemente das estratégias que visam sequestrar a molécula de NGF
para assim mitigar a ativacdo da TrkA, o uso de peptideos como potenciais
interferentes na ligagdo NGF/TrkA se mostra como uma ferramenta promissora,
pois tais moléculas podem competir com o NGF impedindo a ligacdo do mesmo
inibindo a ativacdo da quinase (TrkA). Também é possivel de serem obtidos,
peptideos que se caracterizem como inibidores da TrkA sem apresentar as
particularidades macroestruturais do NGF, tal como a capacidade de se dimerizar
ligando em dois sitios da TrkA (Barde YA, 2004). Levando em consideracao as
propriedades do peptideo CLSAGYPLFC e o seu potencial sitio de ligacéo,
acredita-se que o mesmo nao se dimeriza, mas isso ndo exclui o fato de que ele
possa influenciar no processo de dimerizacao (e ativacédo) da TrkA.

Além de se diferenciar do ponto de vista de acdo a producéo de peptideos
sintéticos se mostra como menos custosa em escala industrial quando comparada

a producédo em larga escala de anticorpos monoclonais (Gaglione., 2019). Estudos
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recentes tém demostrado as vantagens do processo de producdo de peptideos
sintéticos direcionados para a prética clinica no combate a viroses, doencas
parasitarias e doengas associadas a bactérias resistentes monoclonais (Gaglione.,
2019).

Prosseguindo com a andlise, a mutagénese realizada na estrutura
tridimensional do NGF complexado a TrkA nos permitiu observar que a presenca
de uma Tirosina (TYR-4) na posi¢ao da Histidina 4 (HIS-4), na regido do NGF que
interage com o NGFR, ndo gerou grandes efeitos que possam ter afetado a
interacdo entre o NGF e seu receptor, visto ter ocorrido apenas pequenas
alteracbes nas distancias entre os residuos espacialmente proximos. Apos a
mutacao, encontrada no peptideo, da HIS-4 para TYR-4 (no NGF) observou-se a
distancia de 2.9 A desse residuo para a PHE-303 do NGFR comparada a distancia
de 3.1 A encontrada entre a HIS-4 e a PHE-3 (no NGFR), tendo a mutacio
aproximado em 0.2 A o NGF da porgéo receptora da TrkA. Houve em decorréncia
da mutacdo um distanciamento do residuo de Serina (SER-304). Em
compensacao, apds a mutacdo H4Y também ocorreu uma aproximacao entre o
residuo de Tirosina (TYR-4), adicionado pela mutacéo, e um residuo de Glicina
(GLY-344) até entdo ndo observado na microrregido como um residuo que interage
com o NGF criando desta forma mais um ponto de contato entre o NGF e o NGFR.

E possivel levantar a hipotese de que essas caracteristicas fazem do
peptideo CLSAGYPLFC um mimético em potencial do NGF. Como mostrado,
Isoleucina e Leucina presentes nos segmentos PIF e PLF do NGF e do peptideo,
respectivamente, compartilham uma importante semelhanca, sdo isémeros de
posicdo. Somado a isso, tem-se a analise estrutural apresentada que mostra ser

possivel que a mutacéo da Histidina 4 do NGF por uma Tirosina (NGF H4Y) néo
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se caracterize como um empecilho para a interagdo NGF-TrkA. Essas observacgdes
preliminares trazem a possibilidade de que o peptideo CLSAGYPLFC possa estar
interagindo com o NGFR por meio da sequéncia YPLF.

De modo a garantir o que foi constatado, que a interagéo do peptideo com
0 NGFR esteja se dando por meio da regido PLF, temos em mente testar por meio
de um ensaio competitivo se a capacidade ligante do CLSAGYPLFC pelo NGFR é
mantida utilizando o NGF como agente competidor. Caso a capacidade ligante do
peptideo pelo NGFR venha a ser mantida, mesmo na presenca do NGF como
competidor, é possivel que o CLSAGYPLFC esteja se ligando ao receptor através
de uma outra regido que ndo mesma utilizada pelo NGF para se ligar ao receptor.
Caso contrario, se observarmos um decréscimo na ligacdo peptideo/NGFR é por
gue de fato o NGF interferiu de forma competitiva na ligagéo e que provavelmente
o peptideo se ligue ao receptor por meio da mesma regido utilizada pelo NGF.

Apesar dos resultados obtidos neste trabalho se mostrarem promissores,
seja pela especificidade do peptideo CLSAGYPLFC pelo NGFR, ou por também
termos caracterizado algumas similaridades estruturais do peptideo em relacéo a
molécula de NGF, é plausivel considerarmos que este peptideo possa nao
desempenhar nenhuma atividade inibidora da via da TrkA, ou pelo contrario, se
mostre como um ativador da via (NGF like), ou até mesmo possa ser uma espécie
inerte, sem efeito algum.

O fato € que o peptideo CLSAGYPLFC apresenta boa especificidade pela
regido receptora de NGF da TrkA (NGFR), tal aspecto nos permite vislumbrar
outras aplicacdes para esta molécula que ndo se limitam necessariamente a linha
classica de aplicacao farmacologica.

Diversas técnicas com peptideos conjugados a sondas fluorescentes tém
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sido exploradas e largamente aperfeicoadas ao longo das ultimas duas décadas
(Maity., 2020).

As aplicagbes mais convencionais atualmente de peptideos conjugados a
fluor6foros se da pala técnica de transferéncia de energia fluorescente por
ressonancia (FRET). Na técnica de FRET, ap0s o peptideo guia se ligar ao alvo de
interesse, um par de fluoréforos, igualmente ligados ao peptideo, interagem dada
a proximidade que adquirem apds a ligacdo do peptideo ao seu alvo, 0 que
ocasiona a emissdo de um sinal fluorescente diferente dos sinais até entdo
emitidos pelos fluoréforos individualmente, acusando assim a adequada interagéo
do peptideo com o seu alvo (Maity., 2020).

Em estudo futuros, o peptideo CLSAGYPLFC conjugado a fluoréforos
fluorescentes podera ser sintetizado com o propésito de ser utilizado para a
identificacéo de tecidos expressando o receptor de o NGF. Um dos modelos mais
bem estabelecidos para estudos do desenvolvimento e dindmica embrionéria € o
do embrido de galinha (Kasemeier-Kulesa., 2010). Sendo um modelo chave neste
campo, 0 mesmo € atualmente utilizado por nosso grupo para investigar o papel
da TrkA no desenvolvimento do sistema nervoso sensorial. Porém, observa-se
uma certa caréncia no mercado de anticorpos que reconhegcam a TrkA de galinha.
Sendo o peptideo CLSAGYPLFC um ligante especifico da TrkA em pelo menos
duas espécies (Rato e Humano), € possivel propormos a aplicacdo do mesmo,
conjugado a fluoréforos fluorescentes, para detectarmos células TrkA positivas. A
aplicagéo em tal modelo embrionario, em substituicdo aos tradicionais e escassos
anticorpos anti TrkA de galinha, se mostra viavel dada a taxa de identidade entre
a TrkA desta espécie e as TrkA's humana e de rato ser superior a 70% (NIH -

Blastp® suite sequences — ID’s: #P04629 (TrkA humano), #P35739 (TrkA Rato) e
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#Q91009 (TrkA galinha).

Nos Ultimos vinte anos alguns trabalhos buscaram desenvolver
peptidomiméticos tendo como base os pontos de contato do NGF com a TrkA. Um
desses trabalhos observou que o peptideo “P92” (dimero de cinco aminoacidos
Pen*-T-D-E-K-Q-C*-NH2 e mimético do loop 4 do NGF) foi capaz de se ligar a
porcao receptora da TrkA, promover a ativagdo da quinase e de vias correlatas
(ERK e AKT) além de estimular, assim como o NGF, a neuritogénese e
sobrevivéncia de células do ganglio da raiz dorsal (DRG). Entretanto, em sua forma
monomeérica o peptideo P92 veio a ndo apresentar as mesmas potencialidades
frente a TrkA quando submetido aos testes de indugdo de crescimento e
sobrevivéncia celular, demostrando a dimero dependéncia do P92. Este fato pode
demostrar uma perda da capacidade ligante da versdo monomérica do peptideo,
fato que é ainda mais acentuado quando o P92 (dimero) tem sua cisteina terminal
substituida por uma penicilamina, o que torna a formulacdo dimérica
completamente ndo funcional atestando a importancia do residuo de cisteina
terminal na estruturacdo da sequéncia (Xie Y, 2000).

Outro trabalho de 2020 demonstrou a capacidade de outro peptideo
mimético do NGF, porém de formulacdo linear. O hNGF1-14
(SSSH4PIFHBRGESFV-NH?2) foi capaz de se ligar a TrkA e promover a ativagao
da quinase e de algumas vias correlatas tais como a Shc/PISK e PLCy/MAPK,
vindo a deflagrar com isso uma resposta direta em neurdnios colinérgicos do
sistema nervoso central e periférico. O hNGF1-14 ainda teve a sua capacidade
NGF mimética atestada por ser capaz de manter e diferenciar culturas de DRG.
Além disso, o peptideo apresentou capacidade neuroprotetiva ao manter os niveis

de expressdo da enzima Colina acetiltransferase (ChAT), resultando assim na
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expressdo continua de BDNF (em sua forma madura) que se caracterizou por atuar
na plasticidade neuronal de culturas de neurdnios colinérgicos oriundos da regido
septal de embriBes de ratos Wistar E17, modelo celular j& bem estabelecido para
o estudo de doencas neurodegenerativas (Triaca, V 2020).

Diferente da formulacdo dimérica proposta por Xie Y., et al 2000, o peptideo
hNGF1-14 se caracteriza como um peptideo funcional em formula¢cdo monomérica
e estavel. Além disso, a sequéncia do hNGF1-14 contém em sua sequéncia
justamente trés das regibes consenso (SSSHPIFHRGESFV-NHz) responsaveis
pela interacdo do NGF com a TrkA de acordo com Wiesmann., C 2001. O peptideo
selecionado em nosso estudo (CLSAGYPLFC) apresenta em sua sequéncia 0s
residuos YPLF que se assemelham aos residuos do consenso HPIF, presente de
forma integral no NGF e também no peptideo hNGF1-14. A capacidade de ligacdo
do peptideo hNHG1-14 a TrkA, tendo justamente o consenso de ligacdo HPIF
dentre seus residuos, nos embasa novamente a supor que a interacdo entre o
peptideo CLSAGYPLFC selecionado por phage display e o NGFR possa estar se
dando justamente pela regidao YPLF. Um ponto de diferenciacdo entre o hNGF1-
14 e o peptideo encontrado por nés, o CLSAGYPLFC, é que este (de acordo com
os resultados referentes a ligacao e seletividade pelo NGFR) se liga ao NGFR com
apenas oito residuos (excluidas as cisteinas terminais). Além disso, 0
CLSAGYPLFC é uma sequéncia monomeérica com cisteinas terminais, o que
poderia auxiliar o peptideo a assumir uma configuracdo ciclica e mais estavel,
tornando-o mais resistente a degradacao (Chen X., 2012).

Outro trabalho que avalia o hNGF1-14 visa propor as possiveis formas de
ativacao da TrkA por intermédio deste peptideo monomérico e de apenas quatorze

aminoacidos, visto que a ativacao e dimerizacao desta quinase ocorrer mediante
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ligacido do NGF, também em forma dimerizada e com aproximadamente 27kDa. E
observado que o hNGF1-14 ndo possui propensdo a se dimerizar em solucao,
mesmo em altas concentragdes (superiores a milimolar). Desta forma, é proposto
qgue o peptideo hNGF1-14 esteja agindo de duas formas para dimerizar e ativar a
TrkA: (1) promovendo mudancas conformacionais na por¢ao receptora da quinase
apos sua ligacao, favorecendo assim a dimerizacdo direta da enzima ou (ll)
aumentando a mobilidade do receptor na membrana, o que poderia estar
favorecendo um processo de dimerizacao espontanea da TrkA e sua consequente
ativacao. Também se observou neste trabalho que o peptideo hNGF1-14 mostrou-
se capaz de ativar CREB, uma das vias ativadas pelo NGF mediante a ativacao da
PISK/AKT, confirmada pelo aumento dos niveis de fosforilagdo do fator (phospo-
CREB) em células PC12 expostas ao peptideo em diferentes concentracées (1uM
a 100uM) (Travaglia A., 2015).

Em um outro trabalho de 2021, utilizando técnicas computacionais,
espectroscopicas e bioquimicas uma versdo dimérica do hNGF1-14 foi
desenvolvida, o d-NGF1-15. Neste trabalho é elucidada a acdo de ions cobre
(Cu?*) no processo de estabilizacdo do peptideo em sua forma dimérica e como a
acao deste mesmo metal também auxilia na inibicdo de tirosino fosfatases, vindo
a potencializar a atividade quinase da TrkA. Observou-se que a acao deste
peptideo se restringe a regular as vias MAPK-ERK e PI3K-AKT que sao
deflagradas pela fosforilagdo das tirosinas Y490 e Y751 respectivamente.
Entretanto, se observa que o d-NGF1-15 nao induz a fosforilagdo da tirosina Y785
da TrkA, marca responsavel por deflagrar a ativacdo da via da PLCy-PKC e o
processo de nocicepcdo, 0 que pode ser uma vantagem de se utilizar esse

peptideo para se induzir o brotamento neural ou sobrevivéncia de neurénios sem
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a ativacao de vias que levam a dor (Mores et al 2022). Por fim, o grupo demonstra
a acado estimuladora de BDNF tanto do d-NGF1-15 quanto do hNGF1-14 e como
esta caracteristica somada a capacidade ionofora do d-NGF1-15 contribuem para
a regulacéo da atividade de uma matriz de metaloproteases (mMMP) que agem de
forma fundamental na degradagao de proteinas B-amiléide em modelo celular de
Alzheimer (Naletova 1., 2019).

Observou-se que a capacidade ionéfora (ligante de Cu?*) do d-NGF1-15
contribui ndo s6 na estabilidade de sua forma dimérica, mas também na
neuroquimica das células nervosas. Primeiro, é proposto que o peptideo
potencialmente transfere ions Cu?* ao transportador idnico hCtrl presente em
células neuronais, além disso, se levanta a hipotese de que o NGF (e
consequentemente o d-NGF1-15) atue como uma chaperona do hCtrl no processo
de internalizagdo dos ions Cu?* transferidos. O contato posterior deste
transportador (hCtrl) com metaloproteases (estimuladas por BDNF) e destas com
proteinas B-amiloides retoma o “link” de regulacdo do fenétipo de Alzheimer em
modelos celulares, ja explorado em trabalhos anteriores do grupo (Magri A., 2021).

Considerando os trabalhos e a gama de dados apresentados, é de
fundamental importancia a avaliagéo da atividade do CLSAGYPLFC. Os resultados
obtidos com os peptideos hNGF1-14 (Travaglia A., 2015 e Triaca., V 2020) e d-
NGF1-15 (Naletova 1., 2019 e Magri A., 2021) e as semelhancas destes com o
CLSAGYPLFC nos direciona a futuramente analisar os efeitos deste peptideo
frente as outras vias ativadas pela interacdo NGF-TrkA, que ndo apenas 0 eixo
PLCy/PKC/TRPV1 (Figura 2). Esses dados sugerem que 0 peptideo que
identificamos possa ser também um peptideo ativador e ndo um inibidor como

desejado para o tratamento da dor. Estudos posteriores irdo verificar a atividade
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do peptideo CKSAGYPLFC.



6. Conclusao

Parte deste trabalho teve como foco o desenvolvimento de um ensaio
bioquimico capaz de detectar a atividade quinase da TrkA em linhagens celulares. O
imunoensaio de atividade in cell desenvolvido se mostrou reprodutivel e capaz de
identificar a TrkA em termos de ativacdo tempo dependente e sua inibicao
farmacolégica com o0 uso de inibidores comerciais, revelando-se como uma
importante ferramenta de aplicacdo para 0s nossos estudos assim como para uso
colaborativo. Em paralelo, realizamos uma analise exploratéria por meio da técnica
de Phage display, com a qual conseguimos descobrir um peptideo que foi capaz de
mimetizar de forma parcial certos aspectos da molécula de NGF (CLSAGYPLFC),
mostrando-se capaz de se ligar de forma especifica a porcéo receptora de NGF da

TrkA (NGFR).
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