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Resumo

Os receptores acoplados a proteina G (GPCRs) sdo as principais proteinas de membrana
envolvidas no processo de sinalizagdo celular. Os GPCRs podem ser ativados por uma
variedade de estimulos como peptideos, neurotransmissores, lipidios, hormdnios, carboidratos,
fétons e odorantes, e em funcdo da sua importancia fisio farmacoldgica, sdo alvos para cerca
de 34% dos medicamentos disponiveis na clinica. Mediante interagdo com ligante, os GPCRs
acoplam-se a proteinas G e arrestinas, o que resulta em respostas celulares especificas. Esse
engajamento funcional é modulado por modificacbes conformacionais e pela fosforilacdo do
GPCR, o0 que pode determinar sua ativacao, inibi¢do ou sinalizacdo independente de proteinas
G. Os padroes de fosforilacdo e suas consequéncias funcionais tém sido estudados para
GPCRs-modelo. No entanto, tais motivos estruturais e as vias associadas permanecem pouco
compreendidas para GPCRs com importantes papéis fisioldgicos, como o receptor de galanina
2 (GALR2). GALR2 esta envolvido em varios processos, incluindo dor e memoria, e as
deficiéncias no eixo galanina-GALR2 estdo ligadas a patologias como céancer e esclerose
multipla. Esta proposta tem como objetivo fornecer novas informagdes fundamentais sobre a
farmacologia molecular de GALR?2 e sua regulagéo por fosforilagéo, que no futuro poderéo ser
utilizadas no desenvolvimento de abordagens para sua modulagdo farmacologica. Palavras-
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Introducéo

Receptores acoplados a proteina G. Nos organismos vivos a comunicagdo celular é essencial para
uma vasta gama de processos bioldgicos, sendo por sua vez facilitada pelos receptores expressos na
superficie celular. Os receptores acoplados a proteinas G (GPCRs) compreendem a maior familia de
proteinas membranares encontradas no genoma humano, totalizando mais de 800 subtipos de
receptores. Destes, 108 estdo bem estabelecidos como alvos de farmacos, os quais totalizam cerca de
34% dos medicamentos atualmente disponiveis no mercado®.

Os GPCRs, ou receptores metabotropicos, sdo receptores associados a um membro da familia de
proteinas de ligacdo a nucleotideos de guanina (proteinas G). Esses receptores séo constituidos por uma
Unica cadeia polipeptidica que contém de 350 a 400 residuos de aminoacidos. A estrutura dessa cadeia
consiste em sete a-hélices transmembranares (estrutura hepta-helicoidal), com a extremidade
aminoterminal voltada para a face extracelular e a extremidade carboxiterminal voltada para o0 meio
intracelular (Figura 1). Dentre os exemplos mais famosos de GPCRs, estdo o0s receptores adrenérgicos,
dopaminanérgicos, serotoninérgicos, colinérgicos (muscarinicos), opioides, e receptores para diversos
neuropeptidios, purinas e até mesmo quimiorreceptores envolvidos no olfato e na detecgdo de

feromonios?.

Sitio de interagdo
com molécula
sinalizadora

Figura 1. Receptor acoplado a proteina G (GPCR). Os GPCRs consistem em sete cadeias-a transmembranares
(receptores 7-TM). A extremidade carboxiterminal e porcGes intracelulares sdo importantes para a interagdo
proteinas G e B-arrestinas, e as porcdes extracelulares estdo envolvidas na interagdo com ligante (imagem adaptada
de ref. 3).

Apesar dos sucessos na clinica, os mecanismos moleculares associadas a muitos GPCRs ainda séo
pouco compreendidos e, consequentemente, oportunidades terapéuticas permanecem inexploradas. Um
desses receptores € o receptor de galanina 2 (GALR2), que ¢ ativado pelos neuropeptideos galanina e
spexina. Deficiéncias no eixo galanina-GALR2 estdo ligadas a patologias, incluindo cancer de cabeca



e pescogo e esclerose multipla. Para determinar se 0 GALR2 é um alvo vélido para intervencao
farmacéutica, é necessario o entendimento de sua funcdo celular detalhada e os mecanismos
moleculares associados. Nesta proposta pretendemos compreender os padrdes de fosforilacdo de
GALR?2 e os impatos na transducdo de sinal.

Ativacdo de receptores acoplados a proteina G e transducdo de sinal. A ativacdo de um GPCR
envolve a interacdo com o ligante agonista e ativacdo de proteinas G (sinalizagdo “canénica ou
dependente de proteinas G). As proteinas G triméricas interagem com o0os GPCRs na interface
intracelular e, apds a ativacdo pelo ligante agonista, as subunidades se dissociam na subunidade o e no
dimero By (Figura 2A). Tanto a subunidade o quanto o dimero By podem interagir e ativar mediadores
intracelulares, como a adenilato ciclase (AC) e a fosfolipase C (PLC) (Figura 2B). A ligagdo de
proteinas efetoras define a cascata de sinalizacdo a ser ativada e os consequientes efeitos celulares.

Essas respostas sdo reduzidas ou cessadas por meio da internalizacdo do receptor em endossomos
(Figura 2C-E), processo denominado dessensibilizacdo. Um dos principais controles do processo de
internalizacdo é a fosforilagdo das regiGes intracelulares do receptor pelas cinases GRKs (cinases de
receptores acoplados a proteinas G) e subsequente ligacdo dessas regides fosforiladas por arrestinas e
internalizacdo em endossomos. Entretanto, a importancia das arrestinas vdo além da ancoragem?*, pois
também exercem um importante papel na modulagdo da ativacdo de uma variedade de proteinas de
sinalizacdo, incluindo MAPK?® (Figura 2F), por meio da sinalizacdo endossémica do complexo GPCR-

arrestina (sinalizacdo ndo-canénica ou independente de proteinas G).

Os padrdes de fosforilaco dos GPCRs sdo importantes moduladores da sua atividade. Kim e
colaboradores (2004)® sugerem que diferentes padrdes de fosforilacdo na cauda do C-terminal
intracelular (cédigo de fosforilacdo) dos GPCRs podem induzir estados ativos da arrestina que séo
conformacionalmente distintos, 0 que resulta em uma variedade de respostas celulares. Zhou e
colaboradores (2017)7 propuseram, com base na estrutura cristalina do complexo Rodopsina-arrestina-
1, um motivo comum de fosforilagdo necessario para o recrutamento de arrestinas. Mayer e
colaboradores (2019)%, identificaram para a Rodopsina diferentes classes funcionais de sitios de
fosforilacdo: 'sitios-chave' necessarios para a ligacéo e ativacdo da arrestina, 'sitios inibidores' que

inibem a ligacdo da arrestina e 'sitios moduladores' que modulam a conformag&o global da arrestina.

O estudo detalhado dos padrdes de fosforilacdo permite responder importantes questdes: (1) Por que
alguns GPCRs interagem transitoriamente com arrestinas, enquanto outros formam complexos estaveis
e de longa duragdo® e (2) Por que diferentes ligantes podem induzir respostas celulares distintas
(agonismo tendencioso ou “biased agonism”)°. Com esta proposta pretendemos descrever em nivel
molecular os padrdes de fosforilacdo de GALR2 e seu envolvimento na modulacdo das funcgdes

celulares desencadeadas por GALR2.
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Figura 2. Ativacdo, sinalizacao e internalizacdo de GPCRs. (A) Ativacao da proteina Go por um GPCR ligado
a um agonista, (B) e as cascatas de sinalizacdo resultantes (s&o apresentadas as cascatas para Ga “s”, “i” ¢ “q”).
(C) fosforilagdo de GPCR por GRK e internaliza¢do, mediada por B-arrestina (BARR), através de vesiculas
revestidas com clatrina. Trés destinos sdo possiveis apds a internalizacdo: (D) reciclagem, (E) degradagdo
(adaptada da ref. 11) ou (F) sinalizacdo endossdmica. A sinalizacdo endossdmica através de ERK fosforilada é
mostrada (adaptada da ref. 5). As proteinas Rab desempenham papéis importantes na defini¢cdo do destino da
GPCR (adaptado da ref. 12).

Fisiologia e funcdo de GALR2. O receptor GALR2 é um componente importante do sistema
galaninérgico, envolvido na neurotransmissdo e na neuromodulagdo. Este sistema compreende o
agonista peptidico galanina e trés GPCRs intimamente relacionados: GALR1, GALR2 e GALR3, 0s
guais ainda ndo possuem estrutura atémica tridimensional resolvida. Os receptores de galanina sdo
expressos principalmente no sistema nervoso central dos mamiferos, mas também estdo presentes em
tecidos periféricos, como coragdo, trato gastrointestinal, tecido conjuntivo e pele. Eles tém sido
implicados em muitas fungdes, incluindo inflamacéo, nocicepcdo e mielinizacdo™!*, e a desregulacéo
das vias dos receptores de galanina tem sido associada a varias patologias humanas, como doenca de
Alzheimer, epilepsia, dor cronica, ansiedade, depressdo, cancer e esclerose multiplat®>?°. A expressdo
da galanina e seus receptores também é extensivamente elevada nas areas de lesdo nervosa?. Existe um
interesse crescente em entender a sinalizacdo de galanina, com o objetivo de explorar oportunidades de

modulacdo farmacoldgica desse sistema.

O ligante enddgeno para GALR2 é um neuropeptideo de 30 aminoécidos, galanina, que possui poténcia
e eficacia semelhantes para todos os trés subtipos de receptores. Recentemente, foi descrito um
neuropeptideo de 14 aminoécidos, a spexina?t, que ativa preferencialmente GALR2 e GALR3. Para

GALR?2, os agonistas enddgenos, spexina e galanina, promovem respostas diferenciadas (agonismo



tendencioso, ou biased agonism), com o primeiro ativando Gq e o Gltimo sinalizando via Gq e também
via B-arrestina (endossomal)??. Deste modo a ligagdo de GALR2 por galanina, ou peptideos
relacionados, pode levar a ativacdo de mdltiplas redes de transducdo de sinais intracelulares. Uma
compreensdo abrangente das redes ativadas por GALR2 € crucial para a obtencdo de futuros agentes
terapéuticos para este GPCR. Neste contexto, ha importantes lacunas a serem preenchidas acerca dos

mecanismos moleculares e estruturais de GALR2. As vias ativadas por GALR2 incluem:

e O acoplamento a familia Gq/ 11 de proteinas G, que leva a ativacao da fosfolipase C (PLC), aumenta
a hidrélise do fosfato de inositol?.

¢ Interacdo com proteinas Gi / Go, que podem inibir a adenilato ciclase, o que reduz os niveis de
cAMP dentro da célula, e também pode estimular a fosforilagdo e a ativacdo do MAPK?,

e Recrutamento de B-arrestina® e internalizagdo em resposta ao tratamento com galanina?2,

e Regulagdo da via de sinalizacdo da AKT, que desempenha um papel critico no controle da

sobrevivivéncia celular e apoptose?’.

Nesta proposta buscamos avangar o conhecimento na area, por meio da caracterizagdo da farmacologia
molecular de GALR2 e dos padrbes de fosforilagio moduladores da funcdo de GALR2 utilizando

abordagens funcionais.

Resultados preliminares

Com o auxilio dos pesquisadores Paulo Oliveira e José Pereira, do grupo de Biologia Computacional
do LNBiIo, foi realizado um estudo da sequencia de aminoacidos de GALR2 em busca por padrdes de
fosforilacdo envolvidos no recrutamento de B-arrestinas. Em paralelo também foram utilizadas técnicas
de modelagem e dindmica molecular. De acordo com Zhou e colegas (2017), residuos do
carboxiterminal da Rodopsina estdo envolvidos na ligacdo a Arrestina visual (Arrestina S)
principalmente por interacOes eletrostaticas. A Rodopsina apresenta 4 residuos negativos (D e E) e 3
deles sdo relevantes para a ligacdo. Além disso, existem outros 4 residuos que podem ser fosforilados
(SeT), e trés deles sdo importantes para a ligagdo. Por outro lado, a Arrestina visual apresenta 9
residuos carregados positivamente (R e K) importantes para a interacdo. As sequencias carboxiterminais
de GALR2 e Rodopsina foram comparadas (Figura 3) para explorar os sitios hipotéticos envolvidos na
fosforilacdo e ligacdo de p-arrestina.

De acordo com as informacgdes de Zhou e colegas (2017)7, o segundo é&cido aspartico (D331) e a lisina
(K339) da Rodopsina ndo parecem ter um papel na interagéo. Por outro lado, D330, E332 e E341 sdo
importantes para a ligacdo de p-arrestinas. Foram detectados residuos carregados negativamente em
posicBes equivalentes em GALR2 (E336, E338, E347).
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Figura 3. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos dos receptores Rodopsina e GALR2. (A) Os residuos
carregados (azul: positivo, vermelho: negativo) e os residuos potencialmente fosforilados (preto) evidenciados
revelam um possivel sitio (destacado em amarelo). (B) Detalhe do sitio hipotético.
E importante notar que esta regido é enriquecida com residuos negativamente carregados, e a presenca
de grupos fosfato adicionariam mais cargas negativas a esta regido. A analise da sequéncia de
aminoacidos revelou que as B-arrestinas 1 e 2 estdo altamente relacionadas, ao passo que a sequéncia
da Arrestina visual ¢ mais variavel se comparada com o grupo B-arrestina. No entanto, todos eles
compartilham uma ampla distribui¢cdo de aminoacidos carregados positivamente no local de interacéo
com o0 GPCR. Isso explica o fato de que os sitios de interacdo ndo precisam ser idénticos, mas precisam
exibir esse cddigo negativo. Com base na analise de sequéncias aqui mostrada, optamos por iniciar os
estudos pela primeira por¢do do sitio hipotético e elencamos 4 estratégias de producdo de mutantes
(Figura 4):

1. Mutagdo dos aminoacidos passiveis de fosforilagdo: S339 e S340;

2. Mutacdo dos aminoacidos negativa: E336, E338 e D341,

3. Combinagdo de 1 e 2;

4. Exclusdo da porcao carboxiterminal, com a inser¢do de um codon de terminacgdo ou delecdo

desta porgéo.

Os mutantes serdo empregados nesta proposta para a avaliagdo da influéncia desses sitios hipotéticos
de fosforilagdo na interacdo de GALR2 com [-arrestina e 0s possiveis impactos na sinalizacao celular.
Com base em estudos mais recentes® e nos resultados obtidos nesta proposta, pretendemos também

buscar por novos sitios candidatos.



Recentemente obtivemos amostras de GALR2 purificado em lipodiscos (SMALPS) em outro projeto de
nosso grupo, que visa desvendar a estrutura de GALR2 por Cryo-EM (FAPESP 19/07476-7). Essas
amostras também podem ser utilizadas para a identificacdo dos sitios de fosforilagdo via espectrometria

de massas, de modo a confirmar os resultados ou sugerir novos sitios.

Human NPIVYALVSKHFRKGFRTICAGLLGRAPGRASGRVCAAARGTHSGSVLERESSDLLHMSEAAGALR
PCPGASQPCILEPCPGPSWQGPKAGDSILTVDVA

MUT1 NPIVYALVSKHFRKGFRTICAGLLGRAPGRASGRVCAAARGTHSGSVLEREAADLLHMSEAAGALR
PCPGASQPCILEPCPGPSWQGPKAGDSILTVDVA

MUT2 NPIVYALVSKHFRKGFRTICAGLLGRAPGRASGRVCAAARGTHSGSVLARASSALLHMSEAAGALR
PCPGASQPCILEPCPGPSWQGPKAGDSILTVDVA

MUT3 NPIVYALVSKHFRKGFRTICAGLLGRAPGRASGRVCAAARGTHSGSVLARAAAALLHMSEAAGALR
PCPGASQPCILEPCPGPSWQGPKAGDSILTVDVA

MUT4 NPIVYALVSKHFRKGFRTICAGLLGRAPGRASGRVCAAAR*GIHSGSVLERESSDLIHMSEAAGAL
RPCPGASQRETLERPCPGRSWOGPKAGDSTLETVOVA

Figura 4. Mutantes de GALR2. Mutantes planejados e produzidos para o estudo dos sitios hipotéticos
de fosforilacdo e seu impacto na interacdo de GALR2 com B-arrestina e vias de sinalizagdo celular.

Objetivos

O objetivo desta proposta € avangar o conhecimento acerca da farmacologia molecular de GALR2.
Pretendemos investigar e confirmar os motivos de fosforilacdo de GalR2 e determinar seu papel na
atividade do receptor, recrutamento de p-arrestina, proteinas G e estimulacdo de vias de transducédo de

sinal.

Objetivos especificos: Em mutantes de GalR2 para os sitios hipotéticos de fosforilagdo, pretendemos
investigar: 1) localizacdo celular por microscopia confocal, 2) sinalizag&o celular utilizando ensaios de
gene reporter, e 3) recrutamento de proteinas G (Gq, Gs e Gi) e B-arrestina por meio de biosensores.
Em amostras de GALR2 purificado a partir de produgdo heterdloga (culturas de células de mamifero)
pretendemos fazer a (4) identificacdo dos aminoacidos fosforilados. E com base em estudos recentes

sera realizado um (5) novo levantamento de sitios candidatos.

Metodologia

Biologia molecular e construcdes de DNA. Os mutantes foram produzidos com o uso de técnicas
basicas de biologia molecular (mutagénese)?® utilizando como molde a sequéncia de DNA de GALR2

WT (humano). Para este estudo foram produzidos 4 mutantes em vetor para expressao em células de



mamifero pcDNA 3.1 (+), sendo que ao longo do projeto podem surgir outros mutantes candidatos que
serdo produzidos pelo bolsista. Temos os mutantes nas seguintes versdes: SNAP-GALR?2 (estudos de
localizacdo celular e sinalizacdo) e GALR2-vYC (interagdo com B-arrestina), 0s mutantes nas versoes
GALR2-EGFP serdo produzidos pelo bolsista. Temos disponiveis as constru¢des das proteinas vY N-f-
arrestina2 e NL-B-arrestina2 (ensaios de interagdo com [-arrestina2), e dos biosensores
conformacionais de FRET para quantificacdo da atividade de RhoA e da producdo de AMPCc?,
gentilmente cedidos pelos Professores Yi Wu (University of Connecticut) e Kees Jalink (Netherlands
Cancer Institute) respectivamente. O painel de vetores para ensaio de gene reporter foram adquiridos

da Promega®.

Cultivo de células e transfeccdo. Serdo utilizadas células HEK293T, cultivadas em formato aderente
em meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM high glucose; Lonza) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Vitrocell) incubadas a 37°C com 5% CO,. As transfec¢Oes transientes serdo
realizadas com reagente FUGENE HD (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante para a razéo
reagente:DNA de 3:1. A passagem das células serda realizada em culturas com confluéncia de cerca de
80% usando PBS (Sigma-Aldrich) e tripsina (Vitrocell).

Microscopia confocal. Células HEK293T serdo semeadas 48h antes do ensaio em placas de 96 po¢os
(preta — Greiner microClear) com fundo coberto com poli-D-lisina em densidade de 10000 a 15000
celulas por pogo. 24h ap6s o plagueamento, as células serdo transfectadas com os plasmideos
correspondentes e visualizadas em microscépio confocal Leica SP8, utilizando os comprimentos de

onda correspondentes aos fluoréforos utilizados.

Ensaios de BiFC. A complementacéo de fluorescéncia bimolecular (BiFC) é uma técnica alternativa
para detectar a associagdo proteina-proteina em células vivas. As proteinas investigadas sao fusionadas
a fragmentos terminais N e C terminais da proteina amarela fluorescente (YFP). Estes fragmentos (Yn,
Yc) nédo séo fluorescentes isoladamente, entretanto, a interacéo entre as proteinas estudadas une Yn e
Yc e promove a reconstituicdo da estrutura do barril B de YFP. A maturacdo do fluoréforo regenera a
fluorescéncia do YFP, emitindo um sinal em comprimento de onda Unico, indicando associagdo
proteina-proteina. Este ensaio serd utilizado para quantificar a interacdo de GALR2 com B-arrestina2,

conforme referéncia 31.

Ensaios de FRET. A técnica de FRET (Transferéncia de energia por ressonancia de Forster) baseia-se
na transferéncia nao radiativa entre dois cromdforos, e é amplamente utilizada para estudar interacdes
entre macromoléculas. A eficiéncia desta transferéncia de energia é inversamente proporcional a sexta
poténcia da distancia entre o doador e o aceptor, 0 que torna este método extremamente sensivel a
pequenas distancias, da ordem de 1 a 10 nm®, Essa técnica serd utilizada neste projeto para a
guantificacdo da atividade de RhoA (DORA, doagdo do Prof. Yi Wu, University of Connecticut) e da
producdo de AMPc (EPAC, doacdo do Prof. Kees Jalink, Netherlands Cancer Institute) por meio de



biosensores conformacionais. Os ensaios serdo realizados para o receptor de galanina e mutantes

conforme descritos na referéncia 29.

Ensaios de nanoBRET. A técnica de BRET (Transferéncia de Energia de Ressonancia por
Bioluminescéncia) seré utilizada como um método alternativo para a medida de interagdo entre GALR2
e B-arrestina2, no caso da necessidade de validar os resultados de BiFC. O método baseia-se na
transferéncia de energia entre um fluoréforo doador e um aceptor®® de acordo com sua proximidade, do
modo semelhante ao FRET. Nesse caso, o doador bioluminescente serd a Nanoluciferase (Promega) e
o fluordforo aceptor o EGFP. O ensaio serd realizado conforme descrito na referéncia 34 de modo
adaptado. As leituras serdo realizadas em temperatura ambiente em equipamento leitor de placa
CLARIOstar (BMG Labtech). Os valores da razdo de nanoBRET serdo calculados por meio da divisdo
da emissdo do aceptor (fluorescéncia) pela emissdo do doador (luminescéncia).

Ensaios de gene repdrter. Esta metodologia sera utilizada para avaliar os efeitos da sinalizagdo de
GALR2 na transcri¢do do gene reporter Luciferase regulada por elementos responsivos a sinalizagdo

por Ga. sfi, g, 12 e GBy. Os ensaios serdo realizados conforme descrito na referéncia 30.

Cronograma

Bimestre
10 20 30 40 50 60
Atividade

Treinamento nas metodologias utilizadas

Avaliacédo da localizacéo celular

Investigacdo dos aminoacidos fosforilados por
espectrometria de massas em amostras de GALR2
purificadas

Investigacdo do acoplamento com [B-arrestina

Investigagdo do acoplamento com proteinas G

Investigacdo das vias de transdugdo de sinal ativadas

Avaliacéo de possiveis novos sitios e novas mutagéneses

Estudo de literatura cientifica e organizacao de resultados
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