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“Tudo que n&o nos destroi, torna-nos mais fortes”

(Friedrich Nietzsche)
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Resumo

A proteina adaptadora Grb2 € uma importante reguladora da proteina quinase
FGFR2 antes de estimulos extracelulares e é conhecida por formar complexos
protéicos responsaveis por ativar a via de sinalizacdo da MAPK, relacionada com a
proliferacdo celular. Quando Grb2 é fosforilada ela se dissocia de FGFR2. Esta por
sua vez, adquire a capacidade de recrutar proteinas parceiras do citosol para iniciar
vias de sinalizacdo importantes para realizacdo do metabolismo celular. A
desfosforilacdo de Grb2 pela fosfatase Shp2 refaz o complexo FGFR2-Grb2
retomando controle sobre FGFR2. Desta maneira, devido a esta versatilidade em
executar funcdes variadas dentro da célula, Grb2 torna-se um alvo importante para
testar sua interacdo com moléculas conhecidas por apresentar propriedades
farmacolégicas. Sendo assim, as moléculas Morina (2’,3,4’,5, 7-pentahidroxiflavona)
e Rutina (Quercetina-3-0O-a-L-Rhamnopiranosil-(1—6)-3-D-Glucopiranosideo), foram
escolhidas devido a suas propriedades anti-tumorais conhecidas na literatura e pela
auséncia de estudos em nivel molecular que relacionem as propriedades destas
moléculas com as proteinas que atuam nesta via de sinalizagcado. Por conseguinte,
utilizou-se espectroscopia de fluorescéncia em estado estacionario e ressonancia
magnética nuclear, com o objetivo de caracterizar a interagao entre Morina e Rutina
com Grb2. Através da determinacao do perfil termodindmico de interacdo destas
moléculas com Grb2, obtidos por fluorescéncia, pudemos inferir um mecanismo
entropicamente dirigido, compativel com interacées hidrofébicas para ambas
moléculas, com constantes de associagdo compreendidos entre 104 e 10° M.
Corroborando com os resultados, a ressonancia magnética nuclear forneceu os
epitopos da interagéo entre estas moléculas com Grb2 e mostrou por experimentos
de competicdo que esta proteina liga-se mais fortemente a Morina que na Rutina.
Posteriormente, os epitopos obtidos previamente, foram utilizados como guia para
realizar simulagées computacionais, como docking molecular, que indicaram que
ambas moléculas ligam-se preferencialmente ao dominio SH2 de Grb2. Estes
resultados contribuem para criacdo de uma base de conhecimento sobre o
mecanismo de interacdo de moléculas variadas com proteinas, com o intuito em
desenvolver farmacos mais eficientes de combate ao cancer.

Palavras-chave: Grb2, FGFR2, Morina, Rutina.



Abstract

Grb2 adaptor protein is an important regulator of FGFR2 before extracellular stimuli
and is known to form complexes that activate MAPKinase pathway. When
phosphorylated Grb2 dissociates from FGFRZ2 that gets able to recruit protein
partners from the cytosol in order to start important signaling pathways inside cells.
Dephosphorylating of Grb2 by Shp2 recue the FGFR2-Grb2 complex resulting in a
control upon FGFR2. Because Grb2 shows to be versatile to performing functions
inside the cell other than adaptor protein, it becomes an important target to test the
interaction with molecules known to have anti-tumor properties. Therefore, the
molecules Morin (2’,3,4’,5,7-pentahydroxyflavone) and Rutin (quercetin-3-O-a-L-
Ramnopiranosil-(1—6)-B-D-glucopyranoside), were chosen because to its anti-
inflammatory and anti-tumor properties known in the literature and because the
absence of studies at the molecular level that brings up information about the
properties of these molecules to specific protein targets. Thus, we have used static
fluorescence spectroscopy and nuclear magnetic resonance in order to characterize
the interaction between those molecules and Grb2. The thermodynamic profile got
from fluorescence assays allow us to infer that the interaction between the molecules
with Grb2 is entropically driven, compatible with hydrophobic interactions for both
molecules where the equilibrium constants can be found between 104 and 10° M.
Furthermore, nuclear magnetic resonance has provided us important information
about the epitopes of the protein-ligand interaction, which have been used to do
computation simulations to show that both molecules bind in the Grb2-SHZ2 domain.
Competition assays have shown that Morin binds stronger then Rutin to Grb2.These
results contribute to create knowledge about the interaction mechanism of these
molecules with target proteins. Such characterization would help us to develop more
effective drugs to treat cancer.

Key Words: Grb2, FGFR2, Morin, Rutin.
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1- INTRODUCAO

1.1 Sinalizagé&o Celular

As células respondem a estimulos extracelulares que sdo essenciais para
a vida, sendo os receptores de membrana responsaveis pelo monitoramento de
eventos do meio extracelular em relacdo a alguns fatores como o pH, luz, oxigénio,
temperatura, pressdo osmoética, entre outros fatores, promovendo, assim, uma
resposta especifica. Em animais, esses sinais sdo chamados autdcrinos, ou seja,
gue atuam na mesma célula que o produz. Além deles existem os paracrinos, que
agem em uma célula adjacente, e os enddcrinos, que sado transportados pela
corrente sanguinea até uma célula-alvo distante. Em qualquer um dos casos, o sinal
é detectado por um receptor especifico e convertido em uma resposta celular [1-3].

Dessa forma, a atividade desempenhada pelas células é mediada pela
sinalizacdo, que € regulada por atividades enzimaticas dependentes da fosforilacédo
reversivel das cadeias laterais dos aminoacidos. Proteinas com capacidade de
catalisar rea¢Bes quimicas sdo conhecidas como enzimas e sédo formadas por uma
sequéncia de aminoacidos em que a interacdo entre as cadeias laterais determina
sua forma e sua funcéo [4].

Para essas reacfes, sao exigidas grandes quantidades de energia nos
processos metabodlicos e a parte significativa da energia livre se obtém pela
oxidacdo de nutrientes e substratos disponiveis durante o catabolismo. Essa
energia é conservada e transferida por meio de reacbes acopladas a producéo
de ADP (Adenosina difosfato) e fosfato inorganico - Pi (reagdo de fosforilagdo do
ADP), a partir de ATP (adenosina trifosfato), tornando-se, assim, sistemas de
transmissdo de energia e vinculos entre as reacdes produtoras e reacdes
consumidoras de energia. O ATP e ADP séao reagentes obrigatorios em quase todas
as reacOes enzimaticas de transferéncia de grupos fosfato. O ADP serve como
intermediario receptor do grupo fosfato originario de compostos fosfatados de
alta energia, e o ATP, como doador do grupo fosfato para compostos de
baixa energia [5].

As enzimas que catalisam a fosforilagdo de proteinas através de um grupo
fosfato de ATP ou, em raros casos, GTP (Guanosina trifosfato), para residuos de
Serina (Ser), Tirosina (Tyr) ou Treonina (Thr), sdo conhecidas como Proteinas



Tirosina Quinase (PTK). O processo de fosforilagdo ocorre nesses aminoacidos, ja
gue eles possuem o radical OH em suas cadeias laterais, levando o radical hidroxila
a condicdes ideais para a reacao de hidrélise do ATP para liberar o fosfato presente.
A adicdo ou a remocéao de grupos fosfatos € um mecanismo essencial na regulacéo
de proteinas intracelulares, as quais podem ser enzimas, mensageiros secundarios
ou ainda receptores. Receptores mediam uma vasta quantidade de respostas
celulares, e vias metabodlicas e podem ser ativadas pelas quinases e desativadas
pelas fosfatases, em que a primeira adiciona grupo fosfato ao grupo hidroxila de um
residuo de Ser, Tyr e/lou Thr e a segunda retira grupos fosfatos, atuando
concomitantemente com quinases de modo que ativa e desativa varias proteinas
dentro da célula. A adicdo de grupos fosfato é catalisada, onde essa reacdo €&
unidirecional e o ATP é quebrado para suprir as necessidades energéticas basicas
da célula. Proteinas que séo fosforiladas podem passar rapidamente de um estado
ativado para o outro inativo, funcional em resposta a um estimulo externo [1-3;6].

Em 1959, Edwin Krebs e Edmond Fisher fizeram o primeiro relato sobre
as proteinas quinases. Muitas pesquisas [5,7] tém sido feitas desde que elas
comecaram a ser descobertas, estima-se que o genoma humano tenha em torno de
duas mil quinases [4]. Canceres, como o de préstata, ovario e doencas, como de
Hodgkin e asma, sdo associadas as proteinas quinases. O cancer é uma doenca
comum no mundo e sua incidéncia tem aumentado de forma significativa nas ultimas
décadas em decorréncia da mudanca de habitos da populacéo, da ma alimentacéo e
do crescimento populacional, o que se torna um problema de saude publica, o qual
se agrava ao longo dos anos [8]. Em funcéo do seu papel essencial no processo de
proliferacdo celular, metabolismo do glicogénio, apoptose, neurotransmissao,
oncogénese, desregulacdo ou superexpressdo de receptores em geral, elas séo
motivos de muitos estudos e muitas pesquisas [9-10].

Algumas proteinas quinases sao proteinas receptoras (RTKs), do inglés
Receptor Tyrosine Kinase, como, por exemplo, FGFR2 (Fibroblast Growth Factor
Receptor 2). Estas exercem um papel fundamental na regulacdo do metabolismo
celular, na expressdo génica, no crescimento, divisdo e diferenciacdo celular, na
gual muitas cascatas de transducéo de sinais sao transmitidas da membrana celular
para o ndcleo [3,11].

Desses grupos de RTKs, encontra-se a familia de fatores de crescimento

de fibroblastos (FGFs), que consiste em, pelo menos, dez diferentes fatores de



crescimento que controlam o0s processos celulares [12] como o crescimento e
diferenciacdes celulares [11]. As respostas biolégicas por FGF induzem ligacéo e
ativacdo de uma familia de receptores de superficie celular com a atividade
intrinseca da proteina tirosina quinase, denominados receptores de FGF [13]. Essas
respostas biolégicas sdo mediadas por quatro diferentes receptores tirosina quinase
(FGFR), dentro dessa familia sera destacada a proteina FGFR2 [13-14], uma vez
gue esta estd associada a displasias humanas e diversos tipos de cancer. A
dimerizacdo de receptores de FGF, € essencial para a ativacdo da quinase, que
resulta num aumento da regulacédo da sua atividade quinase e numa subsequente
autofosforilagdo de residuos de Tyr, em sua regido C-terminal. Por isso, FGFR2
fornece sitios de ligacdo para o recrutamento de proteinas do citosol e formar
complexos de sinalizacdo primarios e a ativacdo de vias de sinalizacdo como a da
MAPK [15-16]. Isso requer a acdo de FGF em conjunto com os proteoglicanos de
sulfato de heparano soltvel ou de superficie celular (HSPG), jA dominios de quinase
FGFR2 na auséncia da proteina adaptadora Grb2 (Growth Factor Receptor-Bound
Protein 2), que é uma reguladora de FGFR2 (como serd explicado ao longo do
texto), sdo capazes de se tornarem ativos acessando residuos de tirosina que estado
colocados na interface do receptor de Grb2 por trans-fosforilagdo [13-14,17]. O
receptor tirosina-quinase, tem especificidade em fosforilar tirosina (Tyr), ao invés de
treonina (Thr) ou ainda serina (Ser), pois a cadeia lateral da tirosina é longa, de tal
forma que alcanca o sitio ativo [1].

A proteina FGFR2 tem em sua composi¢cdo uma regido extracelular, dois
ou trés dominios do tipo imunoglobina, uma regido transmembrana, uma regido
intracelular, que consiste em um dominio citoplasmatico de tirosina quinase e uma
sequéncia polipeptidica complementar de 58 aminoacidos e um Unico segmento de
membrana hidrofébica [15,18]. O receptor enzimatico € uma proteina que fosforila
residuos de Tirosina (Tyr) em proteinas-alvo especificas. Na sinalizacdo celular, um
dos mecanismos € a interagdo entre proteinas que sdo responsaveis em transmitir a
informacdo dos receptores da membrana plasmética até o ndcleo celular, onde
ocorre 0 processamento da informacdo. As proteinas de células eucaridticas que
respondem a fosforilagdo de residuos de Tyr, contém um ou mais dominios que
mediam a interacdo entre essas proteinas através do reconhecimento de uma
sequéncia polipeptidica especifica localizada nas proteinas parceiras da interacao,
como Grb2, Sos, Ras, etc. [19].



Uma dessas proteinas parceiras € a proteina conhecida como Grb2, a
qual é constituida por um dominio SH2 flanqueado por dois dominios SH3. Trata-se
da proteina, em gquestdo desse estudo, a qual sera mais detalhada ao longo do
texto. Na Figura 1, tem-se representada a via de sinalizacdo RAS-MAPK, onde se
mostra, de forma geral, que sinais hormonais levam a fosforilagdo de proteinas alvo
por PTK (FGFR2).
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Figura 1: Esquema representativo da via de sinalizacdo de Ras-MAPK. O primeiro passo ocorre
com a ativagdo de uma proteina transmembrana, FGFR2, o receptor do fator de crescimento, este por
sua vez ativa a proteina RAS através da molécula adaptadora Grb2 que recruta um fator de troca do
nucleotideo guanina (Sos) e este faz a catalise, induzindo RAS a trocar seu GDP por um GTP. O
processo é seguido por uma estimulagdo sequencial de proteinas quinases citoplasmaticas, como a
Raf (uma quinase especifica para Ser/Thr), a MEK e as ERK. As ERK, migram entéo para o nucleo
celular, onde fosforilam um conjunto de moléculas responséaveis pela transcricdo, iniciando, deste
modo, a proliferacdo celular. Figura adaptada de Schubbert et al [20].

Na Figura 1, os fatores de crescimento se ligam a receptores localizados
na superficie celular (HSPGs) os quais, por consequéncia, ativam a FGFR2 que
media a sinalizacdo e fazem o recrutamento de proteinas adaptadoras como Grb2
(Growth factor receptor-bound protein 2), SHC (SH2 containing protein) e Gab (Grb2-
associated binding). Essas proteinas fazem o recrutamento de Shp2 (Src-homology
2 domain containing phosphatase 2) e Sos (Pro-rich domain of the GTP-GDP
exchange factor) [21]. Esta ultima, quando ligada a Grb2, atua na catalise de

substituicdo do GDP (Guanosina difosfato) ligado em Ras (Rat Sarcoma), por GTP



[21-22]. Em seguida, had o complexo formado por GAP (GTPase-activating protein) e
NF1 (neurofioromin) que se ligam a Ras-GTP, acelerando sua conversdo para Ras-
GDP, onde esta finaliza a sinalizacdo com a consequente ativacdo da via de
sinalizacdo de MAPK. Rafl, MEK e ERK que séo proteinas presentes nesta via, sdo
ativadas pela fosforilagdo numa reacdo em cascata que tem por resultado a ERK
migrando para dentro do nucleo celular [20]. A ERK fosforila um conjunto de
moléculas responsaveis pela transcri¢ao, iniciando a proliferacao celular.

Alteracbes nesse processo de sinalizacdo acometem uma variedade de
displasias humanas como o cancer e a ma-formacdo fetal, bem como no
desenvolvimento esquelético, devido a transducéo de sinal aberrante [23]. Mutacdes
na regido C-terminal, que ocorrem em sequéncias conservadas de FGFR2, foram
identificadas em material genético de pacientes que possuiam sindromes, tais como
de Crouzon (foram relatadas 39 diferentes mutacdes, por exemplo, Cys278Phe,
Cys342Tyr, Ser347Cys) [18] e Pfeiffer (36 mutacdes relatadas) [19], além de ter sido
relacionado com o desenvolvimento de melanoma (quatro mutacdes: Glu475Lys,
Asp530Arg, lle642Val, Ala648Thr) e a expressdo em excesso em células gastricas
cancerosas (mutacdo Ser267Pro) [12]. Muitas das displasias humanas como
craniossinostose (mutacdo Lys659Glu), cancer de mama (mutagbes Arg203Cys,
Asn550Lys, Ser588Cys e Lys660Asn), cancer de prostata (mutacdo Gly388Arg),
cancer de bexiga (mutacdo Metl86Thr), cancer de cdélon (mutacbes Arg203His,
Arg210GIn, Asp334Asn), cancer de pulmao (Glull6Lys e Pro253Leu) e ovario
(mutacdo Gly272Val) se associam a atividade enzimatica aberrante dessas
proteinas [24-26]. Logo, FGFR2 precisa de um mecanismo minucioso de controle de
sua atividade, para ndo haver transducdo de sinais aberrantes. Nesse contexto,
Grb2 além de ser uma proteina adaptadora, exerce um papel fundamental de
reguladora de processos de sinalizacdo celular envolvendo FGFR2, impedindo que
esta tenha ativacdo total até a exposi¢cdo a fatores de crescimento [27]. A proteina
Grb2 é o objeto principal deste estudo e, a seguir, essa proteina sera descrita

quanto a sua funcao biolégica dentro da célula.



1.2 Proteina Grb2 e sua func¢éo biolbgica

A proteina Grb2 €& uma proteina adaptadora, envolvida na
transducdo/sinalizacdo celular [28-29]. Ela possui 217 residuos de amino&cidos
compreendendo um dominio SH2 entre dois dominios SH3, um C-terminal e um
outro N-terminal [28,30-31]. Sua massa molar € de 25,2 kDa [28, 32-33], possuindo
um ponto isoelétrico tedrico (pl) de 5,89, além de possuir 5 triptofanos (Trp)
essenciais para serem utilizados comos sondas em espectroscopia de fluorescéncia.
Dois desses triptofanos estéo localizados no dominio SH2 (Trp60 e Trp121), dois no
dominio C-SH3 (Trpl193 e Trpl94) e um no dominio N-SH3 (Trp36) [34]. Seu
coeficiente de Extincdo Molar no comprimento de onda de 280 nm é de 38055 M-
cmt. Além disso, ela foi cristalizada como um dimero, que pode ser observado em
solucdo, em altas concentracdes de Grb2 (>10 mg/ml) [35]. A Figura 2, na qual esta
representada, em duas perspectivas, a proteina Grb2 em dimero, mostra a

visualizacdo do dominio SH2 entre os dois dominios SH3, de forma frontal (A) e

depois rotacionada 90° (B), com os triptofanos destacados.

(A) (B)

Figura 2: Representacdo em Cartoon da proteina Grb2 em dimero com os triptofanos
destacados, em duas perspectivas. Representacdo em Cartoon da estrutura da proteina Grb2, em
duas perspectivas A (vista frontal) e B (vista A rotacionada 90°), com os triptofanos destacados em
cinza. A figura foi obtida utilizando o programa Chimera, com o codigo 1GRI.pdb, da proteina Grb2
em dimero. Em verde tem-se representado o dominio C-SH3, em azul o dominio N-SH3 e em laranja
0 dominio SH2 entre os dois dominios SH3. Figura cedida pelo aluno de P6s-Graduagcédo em Biofisica

Molecular, Raphael Vinicius Rodrigues Dias, que faz parte do grupo de pesquisa.



Dos dominios que compdem a Grb2, como visto na Figura 2, foi
identificado primeiramente o dominio SH2 (Src homology-2), nomeado dessa
maneira por ser uma regido conservada em também familias de PTKs e diferente do
dominio catalitico (Src homology-1) na familia de tirosinas quinase [36]. As quinases
também sao reguladas pela fosforilagdo de residuos de tirosina (Tyr) e o dominio
SH2 reconhece estes residuos fosforilados em uma curta sequéncia especifica de
peptideos [19,36-37].

O dominio SH2 é composto por uma estrutura composta da ordem de 100
residuos que se enovelam em uma folha-B antiparalela constituida por cinco fitas
[38-39]. A folha-B do centro divide o dominio em dois sitios com fun¢bes diferentes,
onde um desses sitios, paralelo a uma hélice-a (aB), se liga a fosfotirosina, ja o outro
lado que esta paralelo a hélice-a (aA) e os loops formados, fornece residuos que
interagem com as cadeias laterais de proteinas que se encontram na regidao C-

terminal das fosfotirosina (Figura 3) [19].

Dominio SH2

Figura 3: Representagdo em Cartoon do dominio SH2. Em roxo tem-se representada as folhas-8,
onde a antiparalela é constituida por cinco fitas e a do centro reparte 0 dominio em dois sitios com
funcdes diferentes. Em verde as alfa-hélices, em que aA tem loops formados que fornecem residuos
que interagem com as cadeias laterais de proteinas que se encontram na regido C-terminal de
fosfotirosinas e aB que se liga a fosfotirosina. Este dominio consiste, em duas folhas-f principais,
que estéo flanqueadas por alfa-hélices. Sua principal funcéo é reconhecer residuos de fosfotirosinas.
Adaptada de Yaffe et al, 2002 [40].

A Grb2 possui também o dominio SH3 (Src homology-3), cuja funcéo
desse dominio ndo esta bem esclarecida. Entretanto, alguns estudos envolvendo
proteinas pequenas e adaptadoras apontam que esse dominio pode se ligar a outras
proteinas dentro da célula através da interacdo com os dominios SH2 e SH3 [41].
Em meédia, os dominios SH3 possuem 60 residuos de aminoacidos que se ligam a

sequéncias que contém residuos de prolina ordenados em caracteristicos motivos



PxxP, no qual o duplo x, significa dois outros residuos quaisquer naquele motivo
(Figura 4) [41,24, 35, 38-39, 42-43].

Figura 4: Representacdo em Cartoon do dominio SH3 de Sem-5. Em média, os dominios SH3
possuem 60 residuos de aminoacidos que se ligam a sequéncias que contém residuos de prolina

ordenados em caracteristicos motivos PxxP. Retirada de J.C. Ferreon et al [44].

Essas pequenas adaptadoras SH ndo possuem atividade de catalise que
seja propria e servem para acoplar proteinas que tém fosfotirosina (pTyr), tais como
a tirosina quinase, a outras proteinas que ndo tem seus préprios dominios SH2 e
SH3 [45]. Estudos na literatura mostram que, através de seus dominios SH2 e SH3,
a proteina Grb2 pode interagir com uma variedade de outras proteinas, como, por
exemplo, o receptor do fator de crescimento epidermico e os receptores do fator do
crescimento derivado de plaquetas, por meio do seu dominio SH2. Atuando assim
em Vvérias vias de sinalizacdo mediadas por PTKs. Como um ativador central do
controle do ciclo celular e das vias de motilidade a jusante de varios receptores do
fator de crescimento, a Grb2 esté envolvida na sinalizagcdo oncogénica numa grande
variedade de tumores humanos. Por exemplo, a Grb2 interage diretamente com
Sos-1 e a por¢cao Bcer da proteina de fusdo Bcr-Abl, uma oncoproteina de tirosina
quinase que tem sido implicada na patogénese de leucemias positivas para
cromossomos Filadélfia [24,35;46].

O dominio N-SH3 da Grb2 é o principal responsavel pela sinalizacdo
através da Sos, onde este apresenta dez vezes mais afinidade que o C-SH3 da
Grb2 [47]. J& o dominio C-SH3 se liga as proteinas de ancoragem Gabl/Gab2,



facilitando seu recrutamento para FGFR2, onde desempenha importante funcéo [48].
A Grb2 exerce de forma crucial o controle da atividade da FGFR2, para que nao
ocorra transducdo de sinais aberrantes, gerando uma proliferacdo de células

cancerigenas. Esse mecanismo de controle é ilustrado na Figura 5.

PRI
oy

UL LU CER L Wk Ll
Ty

TR OTRn I YOOIy A oI InmnT  NETIINTN
SOV UL A A R A LB AU U A R L ) s

FGFR

|

J
Grb2 fosforilada
Receptor Ativo o o'
Sinalizagao Inativa s ./
o Q/
Receptor Ativo
Sinalizagao Ativa

Figura 5: Estado Base do complexo FGFR2-Grb2. Grb2 dimérica com os dominios SH3 em
vermelho e o dominio SH2 em amarelo € ligada por meio de seu dominio C-SH3 a regido C-terminal
do receptor em azul, resultando em um heterotetrAmero 2:2. O dominio quinase de FGFR2 (azul
ovais) tem mudanca conformacional suficiente para permitir a fosforilacdo do subconjunto de residuos
de receptor tirosina, incluindo-se Y653 e Y654. FGF extracelular em laranja e HSPG em linha
vermelha ligada a FGFR2. Os resultados das alteragdes conformacionais resulta em Grb2 tornar-se
fosforilada pelo dominio quinase FGFR2. Grb2 uma vez fosforilada ndo pode se ligar ao receptor,
devido a repulsédo eletrostatica. Dominios de quinase FGFR2, estdo ativos, porém inoperantes, e na
auséncia de Grb2, sédo capazes de se tornarem ativos, acedendo a residuos de tirosina que estao
colocados na interface do receptor de Grb2 por transfosforilacdo. Adaptada de Chi ChuanLin et al
[27].

Na Figura 5, FGFR2, em seus ultimos 15 aminoacidos se liga com Grb2
dimérica através do seu dominio C-SH3, causando o recrutamento de uma segunda

molécula de FGFR2. Com isso, ha uma formacdo de um heterotetramero,
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favorecendo a transfosforilagdo de residuos de Tirosina ao longo da cadeia de 58
aminoacidos da regido C-terminal de FGFR2 [49,27]. Quando um fator de
crescimento se liga, ele induz mudancas conformacionais onde Grb2 é fosforilada e
se dissocia de FGFR2, o que anula a interacdo entre as duas proteinas, devido a
repulsdo eletrostética. FGFR2, por sua vez, passa a recrutar proteinas do citosol,
dando inicio a complexos de sinalizagdo priméarios. Até que uma fosfatase,
conhecida como Shp2 desfosforile Grb2, retome o complexo Grb2-FGFR2, que é
inibitorio para FGFR2 [27].

E um processo complexo relacionar a transducio de sinais e a
fosforilacdo, ja que a fosforilacdo de FGFR2 foi observada abundantemente em
varias linhagens de células antes mesmo de estimulos extracelulares [45,50].
Entretanto, em nivel basal de FGFR2, esse nivel de fosforilacdo ndo é capaz de
ativar uma via de sinalizacdo até que haja, de fato, estimulos por fatores de
crescimento. Dessa forma, vale destacar que a FGFR2 estd em um estado
fosforilado nédo sinalizante, o que torna esse mecanismo regulado por Grb2
importante, para ndo haver transducéo de sinais aberrantes [23].

Foi demonstrado um mecanismo dindmico que faz Grb2 controlar a
sinalizacdo celular mediada pela FGFR2, regulando, de uma s6 vez, a atividade
fosfatase e quinase, provenientes de Shp2 e FGFR2, respectivamente, mesmo na
falta de estimulo extracelular. As atividades de FGFR2 e Shp2 sdo inibidas pela
ligacdo da Grb2 a FGFR2 [23]. Por isso Grb2 é a controladora geral destas reacdes
mutuamente dependentes, onde na sua forma dimérica ela exerceria uma funcao
inibitéria, enquanto que na forma monomérica ela promoveria a sinalizacdo
proliferativa [50].

Este complexo conjunto de interacBes entre as proteinas FGFR2-Grb2-
Shp2 estdo acompanhados de mudancgas conformacionais que ainda hoje néo estao
bem entendidas, mas sabe-se que estdo relacionadas com a sinalizacao aberrante
[23]. Nesse contexto, além de a Grb2 ser uma adaptadora ela € uma reguladora de
processos envolvendo FGFR2, e buscar compreender o mecanismo de interacao
entre elas, a torna um alvo potencial para o desenvolvimento de farmacos, com base
na estabilizacdo na sua formacédo de dimeros, inibindo processos de sinalizacao

celular descontrolada, que levam ao desenvolvimento tumoral [23,51].
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1.3 Flavonoides

Ao longo dos ultimos anos, existe um crescente interesse em compostos
fitoquimicos com potencial anticarcinogénico e baixa toxicidade [52]. Flavonoides
sdo um grande grupo de metabdlitos secundérios da classe dos polifendis que esta
presente naturalmente em plantas e que apresenta baixa massa molar [53]. Os
flavonoides tém sido investigados nas ultimas décadas devido aos seus beneficios a
saude humana, j& que possuem atividade anticarcinogénica, antioxidante, anti-
inflamatdria e antiviral [54]. Diversos estudos mostram a acao anticarcinogénica dos
flavonoides como inibidores, uma vez que eles controlam a proliferacdo celular e
blogueam a ligacdo de enzimas do metabolismo carcinogénico [55-57]. Eles
ocorrem de forma livre, conhecida também como aglicona ou ligados a acuUcares,
conhecidos como glicosideos [56].

Conforme a posicdo de ligacdo do anel aromatico a subunidade
benzopirano, os “flavonoides” podem ser distribuidos em trés grupos: os flavonoides
(2-fenil-benzopiranos), isoflavonoides (3-benzopiranos) e neoflavonoides (4-
benzopiranos). Flavonoides e isoflavonoides ocorrem comumente com eésteres,
éteres ou derivados glicosidicos ou ainda uma mistura deles [58]. Essas trés classe

estdo representadas a seguir, na Figura 6 [59].
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Figura 6: Trés Classes de flavonoides. Representacdo de: os flavonoides (1), os isoflavonoides (2)
e os neoflavonoides (3) com sua estrutura molecular basica. Os flavonoides tem seu anel B ligado ao
carbono 2 do anel pirona C, os isoflavonoides tem o anel B ligado ao carbono 3 do anel pirona C e os
neoflavonoides tem o anel B ligado ao carbono 4 do anel pirona. Retirada de Grotewold, 2006 [59].

Os flavonoides tém como composi¢cdo basica uma estrutura de difenil-
propano (CeCsCs) com dois anéis benzénicos (A e B) e um anel pirona (C) ligado
entre eles. O nivel de saturagédo e/ou oxidagdo que ocorre no anel heterociclico C
difere os diferentes grupos de flavonoides existentes. Dentro desses grupos,

compostos individuais se diferenciam pelo padréo de substituicdo nos anéis A e B,
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por metoxilas, hidroxilas (OH), glicosilacdes e acilagbes [59-60]. Na Figura 7, tem-se
representada a composic¢ao basica dos flavonoides.

3 El

Figura 7: Estrutura geral de um flavonoide. Os anéis A e B sdo anéis benzénicos e o anel pirona

C. Os vérios grupos de flavonoides diferem quanto ao nivel de oxidagdo e/ou saturacdo presente no
anel heterociclico C. Desses grupos temos a catequina, flavonona, flavona, flavonol, diidroflavonol e
os flavanois (flavan-3-ol, flavan-4-ol e flavan-3,4-ol). Mudancas nos nimeros dos anéis A e B como
metilacédo, acilagdo e glicosilacdo geram a diferenciacdo de compostos individuais dentro de uma
classe. Adaptada de Grotewold, 2006 [59].

Devido a tendéncia intrinseca dos nucleos fendlicos em desenvolverem
interacBes moleculares, ndo é surpresa que um dos grandes alvos da comunidade
cientifica seja o estudo da interacdo dos flavonoides com as proteinas, uma vez que
esses compostos polifendlicos tém propriedades antioxidantes que protegem contra
o cancer, verificando a regressédo do cancer em cultura de células [58,61-63]. Essas
células apresentam alguns estagios, nos quais se destacam a desaceleracdo e o
estacionamento [64], eventos esses, que esse estudo futuramente tentara e
procurara descrever em nivel molecular. Dentre muitos dos flavonoides que existem
na natureza, buscamos estudar a interacdo de dois especificos, Morina e Rutina,
com a proteina Grb2, devido a importancia dessa proteina na via da FGFR2. Alguns
estudos mostram a interacdo dessas moléculas com proteinas [53;65-67] in vitro. Em
adicdo, os dois flavonoides possuem atividade anticarcinogénica [68-71] em células
relacionadas a essa via de sinalizacdo, 0 que 0s torna agentes interessantes no
bloqueio de células cancerigenas devido a atividade aberrante de FGFR2, o que
torna esse estudo de interacdo Grb2-flavonoides algo inédito e importante como
base para trabalhos futuros.

A Morina (2°,3,4’,5,7-pentahidroxifavona) € um flavonol, subgrupo dos

flavonoides, isolado a partir de varias espécies vegetais, como, por exemplo, agriao,
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laranja de osage (mesma familia das amoras), folhas de goiabeira, folhas de oliveira
[68,72], possuindo uma massa molar de 302,24 g/mol com coeficiente de extingao
molar determinado em 271 nm de 16949 cm*M1. A estrutura quimica da Morina

esté ilustrada na Figura 8.

HQ OH
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Figura 8: Flavonoide Morina e sua estrutura quimica. O flavonoide Morina (2’,3,4’,5,7-
pentahidroxiflavona) apresenta hidroxilas nas posigdes 5 e 7 do anel benzénico A, nas posi¢des 6 e

4’ do anel benzénico B e na posi¢ao 3 do anel pirona. Retirada de Kawabata et al, 1999 [73].

A Morina apresenta hidroxilas nas posi¢cées 5 e 7 do anel benzénico A e
nas posigcdes 2’ e 4’ do anel benzénico B, além de uma hidroxila na posi¢céo 3 do
anel pirona, de acordo com a composicao basica de um flavonol da Figura 6.

Estudos apontam que o flavonoide Morina, inibe a proliferacdo celular em
diversos tipos de células carcinogénicas, inibindo o ciclo celular em tumores como
carcinoma oral e em hepatécitos humanos [74-75]. A Morina induz morte celular por
apoptose em linhagens de células de cancer de pulmdo do tipo ndo pequenas
(H460), dependendo da concentracdo e periodo de tempo, alterando a funcéo
mitocondrial [68], cancer esse associado a atividade aberrante na via de sinalizagéo
estudada [76]. Estima-se que 80 a 85% dos canceres de pulmé&o séo do tipo dessas
células ndo pequenas. E mostrado ainda que, Morina possui baixa toxicidade para o
organismo, tornando-a um agente em potencial de desenvolvimento de farmacos
[77-78], porém mais testes devem ser realizados com o objetivo de elucidar as vias
de inducgé&o por apoptose promovida pela Morina nessa linhagem neoplasica [68].

O flavonoide Rutina (Quercetina-3-O-a-L-Rhamnopiranosil-(1—6)-p-D-
Glucopiranosideo) é um flavonol glicosilado, Quercetina e o dissacarideo Rutinose
(a-L-Rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-Glucopiranosideo), conforme esquematizado na

Figura 9, possuindo uma massa molar de 610,52 g/mol (um pouco mais que o dobro
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da Morina, devido ao dissacarideo), com coeficiente de extingdo molar em 363 nm
de 14500 cm*M1 [79].
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OH
OH OH OH
OH -

Figura 9: Flavonoide Rutina e sua estrutura quimica. A Rutina é composta de um flavonol
quercetina, com hidroxilas nas posigdes 5 e 7 do anel benzénico A e nas posi¢coes 4’ e 3’ do anel
benzénico B, e um dissacarideo Rutinose ligado a posicéo 3 do anel pirano. Adaptada de Chua et al,
2013 [80].

A Rutina foi isolada pela primeira vez em 1930 de laranjas. A principio,
pensava-se tratar da vitamina P, mas posteriormente foi demonstrado se tratar-se de
um flavonoide. Esse flavonoide € encontrado em vérias fontes alimentares como
cebola, uva, trigo serraceno, feijao vermelho, macas, tomates e bebidas como vinho
tinto e cha preto [80,81]. A Rutina é um flavonoide que apresenta um dissacarideo
(ramnose + glicose) ligado a posicao 3 do anel pirano, hidroxilas nas posicdes 5 e 7
do anel benzénico A e nas posicdes 4’ e 3’ do anel benzénico B, de acordo com a
Figura 6 com a composicdo basica de um flavonoide [61].

A Rutina tem se destacado por sua diversidade em atividades
farmacoldgicas [61,76]. Entre as atividades farmacologicas destaca-se a atuacdo da
Rutina no cancer de colon e de pulméao. Ela possui baixa toxicidade para as células,
0 que a torna uma candidata promissora para o desenvolvimento de farmacos mais
seletivos [81], podendo inibir varias doencas, entre elas o cancer, em especial 0os
canceres aqui mencionados, que estdo relacionados a atividade aberrante da
FGFR2 [70], podendo inibir o desenvolvimento de células cancerigenas associadas
a essas displasias [81-84]. A Rutina induz a apoptose atraveés da via mitocondrial,
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em células cancerigenas HT-29 do célon humano, diminuindo a viabilidade celular
de forma dependente da concentracdo [81]. A Rutina atua também como uma
libertadora de quercetina para o0 intestino grosso, melhorando ratos que
apresentavam colite, induzida por &cido trinitrobenzeno, ao menos em parte,
inibindo TNF-a dependente da ativacdo de NF-kB [83]. Foi mostrado que o pré-
tratamento com Rutina inibiu ndo apenas as alteracfes histopatologicas nos tecidos
pulmonares, mas também a infiltracdo de granuldcitos polimorfonucleares no fluido
de lavagem broncoalveolar em lesdo pulmonar aguda, induzida por
lipopolissacarideo. Além disso, a rutina suprimiu a fosforilagdo de NF-kB e MAPK e a
degradacgédo de IkB, um inibidor de NF-kB. As atividades diminuidas de enzimas
antioxidantes como superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e heme
oxigenase-1 causada por lipopolissacarideo foram revertidas pela Rutina. Ao mesmo
tempo, verificou-se que a melhoria de lesdo pulmonar aguda por quelacdo de ions
metélicos extracelulares com Rutina € mais eficaz. Este estudo indica que o
mecanismo protetor da Rutina € através da inibicdo da activacdo de MAPK-NF-kB e

da regulacao positiva das enzimas antioxidativas [85].

1.4 Espectroscopia de Biomoléculas

A espectroscopia pode ser utilizada como ferramenta para verificar a
interacdo de qualquer radiacdo eletromagnética com a matéria. Para atomos e
moléculas, nas biomoléculas, a espectroscopia é uma fonte rica de informacdes a
respeito delas. Muitos dos conceitos utilizados pela espectroscopia estdo associados
a Mecanica Quantica, e a uma visdo semi-classica encontra-se o entendimento dos
fenbmenos oriundos da espectroscopia, como espectro eletrdbnico de absorcédo e
emissao.

Utilizando a técnica de espectroscopia, pode-se obter informagfes quanto
as propriedades, como composi¢cao quimica, estrutura secundaria e conformacéo de
estrutura terciaria de proteinas, além de caracterizar interagbes, por exemplo,
proteina-ligante. Nesse sentido, pretende-se utilizar as técnicas espectroscopicas de
Fluorescéncia em estado estacionario e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
além de Docking e Dindmica Molecular, para verificar e caracterizar a interacdo da

proteina Grb2 com os ligantes Morina e Rutina.
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1.4.1 Principios Béasicos da Fluorescéncia no estudo de Proteinas

A espectroscopia de fluorescéncia relaciona-se a analise da luz emitida
por um material exposto a radiacdo na regidao UV-préximo ou visivel, numa faixa de

comprimentos de ondas de 280 e 650 nm. A energia E depende da frequéncia da luz
utilizada v ou do comprimento de onda A e h é a constante de Planck, dada pela

relacéo:

E=hv=— (D

Na regido espectral considerada, as energias estéo entre 4,43 e 1,91 eV. O
processo mais comum nesse intervalo relacionado a absorcdo e a emissao de
energia que envolve transicées entre estados eletrénicos [86].

O fendbmeno é descrito supondo que um elétron em um atomo sofra
interacao atrativa com os prétons dos nucleos e interagéo repulsiva com o restante
dos elétrons do atomo em questdo. Porém, os atomos podem interagir entre si e, em
situacdes vantajosas, alguns elétrons estdo fortemente ligados a um par de ndcleos,
onde h& formacédo de ligacdes covalentes entre os atomos, constituindo moléculas.
Tal compartilhamento de elétrons de um atomo qualquer pode ocorrer com mais de
um parceiro [86].

Cada elétron é descrito por uma fungdo de onda ., tanto em atomos
quanto em moléculas. Numa molécula, o conjunto formado por elétrons e por
nacleos forma um sistema descrito pelas interagcdes entre seus constituintes que
devem obedecer a regras especificas definidas pelo principio de exclusdo de Pauli
[87]. Descreve-se o sistema segundo a hipétese de Born-Oppenheimer, onde o
movimento dos elétrons e dos nudcleos pode ser estudado distintamente e, por
consequéncia, a funcdo de onda total é formada por funcdes de onda separadas

para elétrons e para nucleos [86,88], assim:

Wiotal = lIJeletr(r: Q)Xlljnucl(Q) (2)

sendo que r se relaciona a coordenadas para elétrons e Q sédo coordenadas que

descrevem posi¢cdes nucleares.
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No cerne dos elétrons, os orbitais atdbmicos, ou funcbes de onda dos
elétrons de atomos isolados sé&o ligados a fun¢des de onda dos elétrons de outros
atomos que formam a molécula, resultando em um sistema complexo, contudo com
estados de energia bem definidos. A energia eletrdnica de cada estado do sistema
molecular depende do arranjo espacial, ou da geometria dos nucleos presentes na
molécula.

Usando uma coordenada generalizada Q, podemos descrever o arranjo
dos nucleos, que mede as coordenadas em relacdo a um sistema de referéncia que
seja conveniente. Em um dado valor de Q, verifica-se que a energia eletrbnica
possui um valor minimo, correspondente ao arranjo nuclear mais estavel para a
distribuicao eletrénica daquele estado. Na Figura 10, a curva Ei1 representa a energia
em seu estado fundamental, ou seja, o estado de menor energia, jA a curva E2 se
relaciona a energia do primeiro estado excitado. Dentro de um estado eletrénico E;
qualquer, vale ressaltar, que os ndcleos podem vibrar em volta de suas posicdes de
equilibrio, com frequéncias V]Vib dadas pelos seus j modos normais de vibracdo. Na
Figura 10 representa-se pelas linhas horizontais, cada energia dos estados
eletronicos Ei que fica acrescentada das energias, h\)]Yib correspondente as energias

vibracionais da molécula [86].

A

E2

Estado Excitado

Energia

\ v/ Estado Fundamental

Qe Qe' =Q

Figura 10: Representagcao dos niveis de energia dos elétrons em uma molécula, em fun¢ao da

coordenada Q que descreve as posi¢cdes nucleares. Os niveis vibracionais dos nucleos da
molécula correspondem as linhas horizontais. Temos representado a absorcdo da luz (1), relaxacao

da molécula no estado eletrénico excitado (2), emisséo fluorescente (3) e relaxacdo da molécula no
estado eletrénico fundamental (4). Autoria propria.
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Em uma molécula h& véarios estados eletrdnicos com energias Ei, Ez,
Es,..., En onde esses valores dependem da coordenada Q, onde normalmente
apenas o estado fundamental estd populado na situacdo em que a molécula

encontra-se em temperatura ambiente ou inferior. Se no estado fundamental a
molécula for irradiada com energia hv,, igual a diferenca entre as energias dos

estados eletrébnicos E,(Q.) —E;(Q.), havera absorcdo de energia, o que fara a

molécula passar para seu primeiro estado eletrénico excitado, havendo assim

absor¢do da radiacdo de frequéncia v, ou de comprimento de onda A,

hc
AE = E;(Qe) —E;1(Qe) = hv, = )\_ 3)

A transicdo eletrdnica ocorre num tempo muito pequeno, em torno de 10-%°
segundos, ndo havendo assim alteracdo nas posi¢cdes nucleares. A transicdo €&
chamada de transi¢cdo vertical nesse modelo (Figura 10, etapa 1), correspondendo
ao principio de Franck-Condon [86,88], em que as posi¢cdes nucleares ndo mudam,
enquanto os elétrons assumem a configuracdo do estado excitado. Assim, ocorre a
distribuicao eletrénica do estado excitado, enquanto o arranjo espacial dos nucleos é
aguele do estado fundamental, ndo correspondendo ao equilibrio do sistema. Dessa
forma, em toda a molécula, ocorre a relaxacdo para uma nova geometria nuclear da
coordenada Qg, onde se mostra no valor minimo a curva da Energia Ez, (Figura 10,
etapa 2).

No retorno de seu primeiro estado eletronico excitado para o fundamental

(Figura 10, etapa 3), com o0s ndcleos na coordenada Qi, haverd emissao

fluorescente, de radiacdo ou de um foton com frequéncia v¢ ou comprimento de

onda A¢:
hc

AE¢ = E;(Qe) — E1 (Qe) = hvy = X (4)

Se a diferenca de energia entre os dois estados eletrénicos € maior
gquando a molécula estd na geometria do estado fundamental (coordenada Q,)

comparada com a geometria no estado excitado (coordenada Qz), temos que
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) hc hc
hv, > hvy, ou seja, —>— (5)
Aa }\f

0 que implica que A > A,. Esse efeito é conhecido como deslocamento de Stokes,
onde experimentalmente observa-se que o comprimento de onda da luz emitida é
maior que o comprimento de onda da luz absorvida. O processo é finalizado com a
volta da geometria nuclear da molécula no estado excitado (coordenada Qg), para a
geometria do estado fundamental (coordenada Q.) (Figura 10, etapa 4) [86].

A Figura 11 representa o diagrama de Jablonski que é uma maneira mais
simples de entender os niveis energéticos de uma molécula. A luz incidente sobre

uma amostra pode ser espalhada, refletida, transmitida ou absorvida.

S2 LY
1
i Conversao
L Intema
| : A Cruzamento
S1 - 'Y W
R . T1
Absorgio Fluorescencia _—
I |
] hwp«
hwa o hva vJ hwe
Fosforescéncia
2 i , -
So 1 { 3

Figura 11: Diagrama de Jablonski. O diagrama de Jablonski mostra os niveis de energia singletes
(So, S1 € S2) e o estado triplete (T1) e vibracionais (0,1 e 2) de uma molécula. A absorcéo de radiacdo
(hv,) esta representada pela setas dirigidas para cima e leva o atomo ou a molécula para estados
eletrbnicos mais energéticos (S1 e S2), porém os atomos e moléculas ndo permanecem em seus
estados mais energéticos, uma vez que a energia absorvida é degradada ou perdida fazendo com
que eles retornem ao seus estados fundamentais (So), assim, as setas dirigidas para baixo indicam a
emissdo de radiacdo para fluorescéncia (hvy) e fosforecéncia (hvy), respectivamente. Por fim as setas
pontilhadas indicam as convers@es internas, onde ocorre 0 processo de relaxagdo entre nivel

eletrdnicos excitados. Figura adaptada de Lakowicz, 2013 [89].

A irradiacdo de uma amostra com luz monocroméatica e a medida da
intensidade da radiacdo emitida no fendmeno de fluorescéncia, em funcdo do
comprimento de onda de emissado sao realizadas através de um espectrofluorimetro.

O aparelho conta com uma fonte de luz para irradiar a amostra, um monocromador
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de excitagdo para controlar o comprimento de luz incidente, um monocromador de
emissao para definir o comprimento de onda em que serd feita a medida e um
sistema de deteccdo, que geralmente € uma fotomultiplicadora, para determinar a
intensidade de luz emitida em funcdo do comprimento de onda (Figura 12). A
deteccdo de emissao tenta evitar a deteccdo simultdnea da luz que excitou a
amostra, de tal forma que haja uma configuragdo experimental conhecida como “L”,

onde o canal de detec¢ao forma um angulo de 90° com o canal de excitacdo [86].

Monocromador

Lampada de Porta Amostra
excitacao

Monocromador
de
emissdo

Fotomultiplicadora

Figura 12: Esquema basico de um espectrofluorimetro. Esse esquema mostra a composi¢cao
bésica de um espectrofluorimetro, composto de uma lampada, monocromador de excitagcdo, porta

amostra, monocromador de emissédo e uma fotomultiplicadora. Autoria prépria.

s

A fluorescéncia em estado estacionario é assim denominada por nao
acompanhar no tempo os processos que influenciam a permanéncia da molécula no
seu estado excitado. Além disso, a amostra é incidida com feixe de luz continua. O
tempo caracteristico no processo de absorcdo é da ordem de 10'° s e o tempo
correspondente ao processo de emissdo de fluorescéncia esta tipicamente no
intervalo de 101 a 107 s. Por causa da escala de tempo na fluorescéncia de
nanosegundos, a maioria das medidas sao feitas em estado estacionario. Quando a
amostra é exposta a radiacdo, o estado estacionario € alcancado quase que de
forma imediata. Esse estado é uma média dos fendémenos resolvido no tempo sobre
o decaimento da intensidade da amostra [89]. Um espectro tipico de fluorescéncia

nesse estado, € mostrado a seguir, na Figura 13.
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Figura 13: Espectro de fluorescéncia no estado estacionario. Quando a amostra é exposta a
radiacdo o estado estacionario € obtido quase que imediatamente. Figura adaptada de Lakowicz,
2013 [89].

A utilizacdo do espectrofluorimetro é muito util, pois a fluorescéncia de
proteinas € de suma importancia, uma vez que auxilia na caracterizacdo fisico-
quimica, na analise de propriedades estruturais e nas dinamicas de biomoléculas e
de complexos biomoleculares. A variagdo de temperatura nessa técnica oferece
informacBes acerca da estabilidade e dos parametros cinéticos. Ela apresenta
vantagens quando se trabalha com amostra em baixas concentra¢cdes, na faixa de
uM, por apresentar alta sensibilidade [87].

As proteinas, como as outras macromoléculas biol6gicas ndo apresentam
grupos com grande rendimento quantico, de fluorescéncia, que por definicdo é o
namero de fotons emitidos pelo niumero de fotons absorvidos pela molécula [89].
Contudo a espectroscopia de fluorescéncia tem sido utilizada com grande sucesso
no estudo de sistemas biologicos [86].

Os aminoéacidos que constituem as proteinas ndo absorvem luz visivel e
apenas trés dos vinte aminoacidos presentes nas proteinas apresentam absorcao de
luz na regido ultravioleta [88]. Moléculas denominadas fluoréforos, no caso de
proteinas, Fenilalanina (Phe), Tirosina (Tyr) e Triptofano (Trp), tém a capacidade de
absorver fotons em seus correspondentes maximos de absorcdo 250, 275, 280 nm,
sendo esses aminoacidos denominados aromaticos. Essa absor¢cao faz com que os

elétrons da molécula que estd em seu estado fundamental passem a um estado
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excitado de maior energia. No caminho reverso, ou seja, quando o elétron retorna ao
seu estado de menor energia, o estado fundamental, essa perda de energia acarreta
emissao de um féton de comprimento de onda maior, conforme mostra a Figura 14
[88-89].
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Figura 14: Espectro de absorc¢éo e fluorescéncia de aminoécidos aromaticos em agua, pH 7,0.
Espectro de absorcdo o qual no eixo Y tem-se o coeficiente de extingdo molar para cada
comprimento de onda (A). Espectro de fluorescéncia sendo no eixo Y a intensidade de fluorescéncia
para cada comprimento de onda (B). Ao retornar ao seu estado de menor energia o elétron emite um
féton de comprimento maior em relacdo a sua absor¢cdo, quando este foi excitado a um estado de
mais alta energia, esse efeito é conhecido como deslocamento de Stokes. O triptofano é excitado em

290 nm, evitando interferéncia na emisséo da tirosina. Figura adaptada de Lakowicz, 2013 [89].

O rendimento quantico da fenilalanila € menor que 0,05, sendo assim
muito baixo, o que torna extremamente dificil utiliza-l4& para o estudo de
fluorescéncia de proteinas. A tirosina, por sua vez, tem rendimento quantico de 0,14
mas seu coeficiente de extingdo molar é relativamente baixo e, ainda apresenta
reacoes em seu estado excitado, o que a limita como sonda fluorescente em
proteinas. Ja o triptofano tem rendimento quantico de 0,13, e € amplamente utilizado
em estudos de proteinas por fluorescéncia. Ele pode ser excitado por volta de 290
nm, o que evita a interferéncia na emissdo de fluorescéncia tirosina, que
normalmente esta presente em proteinas, em maior quantidade [86].

Os triptofanos presentes na proteina, serdo utilizados como sonda
fluorescente, para monitorar mudancas fisico-quimicas, ocasionadas por interacdes
destas macromoléculas com um ligante de interesse. Eles irdo emitir fluorescéncia e
estes quando interagem com alguma molécula terdo seu sinal suprimido. A maxima
intensidade de emissdo em meio aquoso ocorre entre 350 e 360 nm, e desloca-se

para a regiao do azul, entre 330 e 340 nm em meio de baixa polaridade.



23

A sensibilidade da emissdo do triptofano com a polaridade e as
caracteristicas fisico-quimicas do meio que o circunda, condicionam o espectro de
emissdo do mesmo, no qual o espectro é a regido de alcance de comprimentos de
onda que a molécula emite fluorescéncia. No caso do residuo de triptofano em
proteinas, por exemplo, a emissdo ocorre em comprimentos de onda maiores
quando o mesmo se encontra exposto ao solvente e em comprimentos de
onda menores quando o residuo esta no interior da proteina. Em adicdo, pode-
se obter informacfes sobre qual regido o ligante interage com a proteina. Essa
propriedade é observada na maioria das sondas fluorescentes intrinsecas e
permite obter informacdes sobre a polaridade do meio ao redor da sonda [86].

O espectro de fluorescéncia resultante da interacdo proteina-ligante
acarreta a supressao de fluorescéncia que esta relacionada a qualquer processo
cuja intensidade do espectro de emisséo de fluorescéncia da amostra diminui com o
acréscimo de molécula supressora. Sendo assim, existem varios mecanismos de
interacdo que podem ocasionar supressao [88-89].

A supresséo pode ser definida como estatica ou dindmica. A supressao
estatica ocorre quando ha a formagcédo de um complexo de estado fundamental ndo
fluorescente entre uma fracdo dos fluor6foros e o agente supressor. Quando este
complexo absorve luz ele retorna ao estado fundamental sem emitir fétons, e o sinal
de fluorescéncia observado € dos fluor6foros ndo complexados. Ja a supressao
dindmica ou colisional, ocorre quando o fluor6foro no estado excitado entra em
contato com alguma molécula supressora. O fluoréforo que encontrar o supressor,
retorna entdo ao estado fundamental sem a emissdo de fotons. Neste tipo de
supressdo ndo ocorre alteragcdo quimica nas moléculas, isso ocorre porque essa
supressdo afeta apenas os estados excitados dos fluor6foros néo alterando, assim,
0 espectro de absorcéo das espécies em contato, ao contrario da supressao estatica
onde nota-se uma mudanca no espectro de absorcao do fluoréforo (Figura 15) [88-
91].

A distingdo entre supressdo estatica e dindmica consiste em suas
diferentes dependéncias relacionadas a temperatura, a viscosidade e/ou de forma
preferencial ao tempo de vida de fluorescéncia [89]. Uma ilustracdo dos dois

mecanismos € descrita na Figura 15.
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Figura 15: Mecanismos de supressdo dinamico e estatico. (A) A supressdo dinamica ou
colisional, ocorre quando o fluoréforo no estado excitado entra em contato com alguma molécula
supressora. (B) A supressd@o estatica ocorre quando ha a formacdo de um complexo de estado
fundamental ndo fluorescente entre uma fracdo dos fluor6foros e o agente supressor. Quando este
complexo absorve luz ele retorna ao estado fundamental sem emitir fotons e o sinal de fluorescéncia

observado é dos fluoréforos ndo complexados. Autoria prépria.

Pela equacédo de Stern-Volmer [92] a supressao de fluorescéncia pode ser
analisada pela equacéo (6), onde FeF, é aintensidade de fluorescéncia de estado
estacionario na presenca e auséncia do agente supressor [Q], respectivamente; K,

€ a constante de Stern-Volmer, K, € a constante de supressao biomolecular e t, € 0

tempo de vida do fluoréforo na auséncia do supressor:

F
?" =1+ Ky [Q] = 1+ Kq10[Q] (6)

~ Fo - . ~
A razdo de F" é esperada representar uma reta, ou seja, uma relacdo

linear com a concentracdo do supressor. Se existir mais de uma classe de
fluoréforos, cujas acessibilidades ao supressor sao distintas, pode haver tanto
mecanismo dindmico quanto estatico, entdo o grafico de Stern-Volmer ndo sera mais
linear. Fazendo-se um ajuste linear dos dados de supresséao a inclinacado da reta
ajustada fornece a constante de Stern-Volmer que mede a efetividade da supressao
devido a um agente supressor e a partir da sua variagdo com a temperatura pode-se
diferenciar o tipo de mecanismo de supressdao que estd ocorrendo, acerca da
estabilidade do complexo [91]. Na maior parte dos casos que ocorre a supressao
colisional, ocorre também uma parcela de supressdo estatica, gerando uma
concavidade positiva, desviando da linearidade da equacao (6), ocorrendo assim

uma dependéncia quadratica com a concentragdo de ligante [89].
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A equacdo que rege o equilibrio da reacéo é dada por:
P + nL = LnP (7)
onde P é a proteina ou qualquer outra molécula, n € o niumero de sitios de ligacao, L

é o ligante e LnP é a molécula do novo complexo cuja constante de associacao é K,,

na qual calcula-se, como:

K, = (8)

onde [LnP] é a concentracdo do novo complexo proteina-ligante, [L] é a
concentracdo de ligante e [P] é a concentracdo de proteina . No caso, em que a

proteina pode se encontrar complexada ou livre do ligante, temos:

[P] = [LnP] + [P] €)

onde [Ps] € a concentragéo de proteina livre e [Pi] a concentracdo de proteina total. A
razdo entre a intensidade de fluorescéncia da solucédo que dispde de proteina livre
Fo e a intensidade de fluorescéncia apds a adi¢édo de ligante na solucéo F € igual a

razao entre a concentracao de proteina total por proteina livre:

- (10)
Fazendo,
[Pa] = [LnP] (11)
tem-se:

[P] = [Pa] + [P (12)
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[P] & a concentracdo de proteina total, n o numero de sitios de ligacdo, [Pf] a
concentracdo de proteina livre e [Pa] a concentragcdo de proteina ligada.

Substituindo as equacdes (10) e (11) em (8), temos:

_[RI- [P
A TP T

Prosseguindo,

Ka — [Pf] (14)

Assim,

= (15)

Logo,

= Ka[Lg]®  (16)

Admite-se, entdo, que a concentracdo de ligante na solucéo € maior que a
concentracdo de proteina, sendo a concentracéo de ligante total aproximadamente
igual a concentracéo de ligante livre [L;] = [L¢]. Logo, a equacéo de supressao para
o equilibrio de ligacao, torna-se:

log [@l = logK, + nlog[L] (17)

na qual se observa uma dependéncia linear, podendo-se obter os valores relativos
ao numero n de sitios de ligagdo por proteina e a constante de associagdo Ka

relativa a interacéo dos ligantes com as proteinas [89,91-92].
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A técnica de fluorescéncia permite fazer um estudo termodindmico da
interacdo proteina-ligante. As interagBes entre ligantes e proteinas podem ser
interacOes, tais como ligagcdes de Hidrogénio, interagdo de Van der Waals,
interacOes eletrostaticas e contatos hidrofébicos no sitio de ligacéo [87].

Os parametros termodinamicos fornecem o tipo mais predominante de
interacdo que ocorre no sistema devido a contribuicbes energéticas decorrentes da
entalpia (AH) e entropia (AS) as quais podem ser calculados a partir do gréafico de
van’t Hoff, (Equacédo 18). De acordo com a literatura, se AH >0 e AS > 0, o sistema
€ dominado por interacfes hidrofébicas; se AH < 0 e AS < 0, o sistema é dominado
por ligagbes de hidrogénio ou Van der Waals; se AH < 0 e AS > 0, o0 sistema é
dominado por interacfes eletrostaticas [91,93].

Se AH nao varia de forma significante no intervalo de temperatura
estudado [87-88], as variacbes entalpicas (AH) e as entrépicas (AS) podem ser
analisadas pela equacao de van’t Hoff que relaciona a constante de equilibrio com a

temperatura:

AH AS

InK, = ——
MRa=~"2T TR

(18)

sendo que R é a constante universal dos gases ideais (8,31 ]Jmol™'K™1) e K, é a
constante de associacdo em uma correspondente temperatura. A partir da inclinacao
e da ordenada, obtemos AH e AS, respectivamente, a partir da relagao de van’t Hoff
(18). Ja, a energia livre de Gibbs (AG) sera calculada pela equagao (19) e é de

extrema importancia pois mostra o carater espontaneo da interacao:
AG = AH — TAS (19)

1.4.2 Ressonancia Magnética Nuclear

1.4.2.1 Teoria basica de Ressonéancia Magnética Nuclear

A técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é aplicavel a
qualquer atomo que apresenta spin nuclear diferente de zero. Os nlcleos de *H, 13C,

5N apresentam spin nuclear (1) ¥z e, assim, assumem duas possiveis orientacées na
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presenca de um campo magnético externo (Bo). Além disso, do ponto de vista
biofisico-quimico, esses atomos sdo constituintes essenciais de biomoléculas [94-
95]. O STD (Saturation Transfer Difference) pode ser direcionado ao nicleo de H,
por esse apresentar apenas um proton e, assim, permitir o desenvolvimento dessa
teoria. Com um spin nuclear (I) de Y2 unidade de (h/2m) e momento magnético
nuclear, surge da rotacao dos prétons e néutrons, (sendo na esséncia) um momento
de dipolo magnético (u) proporcional a I, tem-se o que € conhecido como razéo

giromagnética (y). Essa grandezas, se relacionam através da equacéo (20) [94]:

vlh

p (20)

IJ_:

sendo que a constante y é Unica para cada nucleo. Essa constante é um fator de
proporcionalidade entre a frequéncia de ressonancia de um nudcleo e o campo
aplicado, podendo adotar valor positivo ou negativo [94-95].

No campo magnético, ha 2I+1 orientacfes permitidas para o spin nuclear.
Para o caso do 'H, a interacdo com o campo magnético da origem a dois niveis de
energia e tém-se duas orientacdes permitidas (up e down), definida pelo valor do
nimero quantico magnético mi. Para o 'H, tém-se valores de +1/2. Conforme mostra

a Figura 16.

Bo
Nb \. F\’\ ‘ Estado de Spin down
| .
N v L > Energia

’/ /./ . Estado de Spin up

Figura 16: Representacdo para as duas orientagdes possiveis para o spin %. Na auséncia de
campo magnético os spins possuem diferentes orientacbes possiveis. JA na presenca de campo
magnético (B,) esses spins se alinham a favor (up) ou contra (down) o campo. Autoria prépria.

A energia de interacdo do nucleo e o campo magnético externo € igual o
campo do momento magnético nuclear. Usando a equacdo (20), obtém-se a

equacao (21), sendo Bo 0 campo magnético aplicado.
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E = vh B 21

A regra de selegdo para as transicées de RMN é Am = +1, sendo que m;

somente pode mudar de uma unidade. Dessa forma, a condicdo para todos 0s

experimentos de ressonancia é dada pela equacao (22):

YhB,
hv = AE = 22
v o (22)

eliminando h, a frequéncia de ressonancia para todos os experimentos de RMN é

dada pela equacéo (23):

YB,
2T

vV =

(23)

sendo que v é chamada de frequéncia de Larmor, que é a frequéncia de precessao

do nucleo em torno do campo externo [94].

1.4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear de Proteinas em Solucao

A técnica de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é
uma ferramenta aplicada ao estudo de propriedades estruturais e dinamicas de
moléculas organicas em solucdo, em especial proteinas. Trata-se de uma técnica
poderosa para caracterizar as interacdes moleculares de pequenas moléculas com
macromoléculas, tais como as proteinas [96].

As proteinas sdo constituidas por aminoacidos que Sao ricos em
Hidrogénios, possuindo spin %, 0 que torna estas moléculas bons alvos para o
estudo por RMN em solugéo [96].

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear determina as
frequéncias de ressonancia para absorcdo de radiofrequéncias, na presenca de um
campo magnético externo. Este campo tem a finalidade de desdobrar os niveis
nucleares degenerados, criando um hiato energético que possa ser transposto por
absorcdo das radiofrequéncias aplicadas. Quanto mais intenso for o campo
magnético externo aplicado, mais vantajoso ele se torna, uma vez que a populagéo
do nivel superior se apresenta o mais diferente possivel da populacdo de nivel

inferior, aumentando o sinal de absorcdo. O nivel de menor energia, e
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portanto mais populado, de acordo com a distribuicdo de Boltzmann, corresponde
ao alinhamento do momento de dipolo paralelo ao campo magnético externo.
Essa diferenca populacional é da ordem de 10, extremamente pequena, porém é
essa frequéncia associada ao relaxamento dos nucleos, que o espectrdmetro
detecta devido a diferenca de energia das populacfes de spins [95].

Os espectros de RMN unidimensionais consistem em apresentar as
intensidades de ressonancia em funcdo da frequéncia. Uma escala de
deslocamentos quimicos, que € a diferenca de um sinal de RMN para um dado
nacleo, € utilizada, segunda a qual se da a diferenca da molécula a um composto de
referéncia, que seja independente do campo magnético aplicado. Isso faz com que
se possa analisar o espectro de uma mesma substancia em aparelhos de campos
magnéticos de intensidade diferentes. Essa escala € conhecida por ppm (parte por

milh&o) referente a diferenca populacional ja citada e é dada por:

\Y \Y
§ = ref (24)
Vref

sendo que § € o valor da ressonancia em ppm (parte por milhdo), v é a frequéncia e

Vref € a frequéncia de referéncia. Os desvios entre as frequéncias sdo multiplicados
por 108 para chegar a valores proximos da unidade.

Para RMN de 'H ou '3C o composto utilizado como referéncia é o TMS
(tetrametilsilano) ou Si(CHz)4. Ele apresenta apenas um sinal, o que o torna um bom
espectro de referéncia. Isso ocorre porque, os 12 Hidrogénios estdo no mesmo

ambiente quimico, j& que cada Hs esta ligado a um C que estao ligados ao Si [95].

1.4.2.3 Interacao entre Proteina e ligantes por STD

Muitos métodos de RMN de 'H tém sido desenvolvidos para caracterizar
processos de ligacdo a nivel molecular. Um desses métodos € o STD, uma técnica
que busca verificar em solucdo se ha interacdo, entre a proteina e o ligante. A
técnica de STD é comumente utilizada para grandes proteinas (em torno de 30 kDa),
ou seja, aquelas que possuem maiores massas molares. Essas proteinas possuem

ainda um grande tempo de correlacdo t. que aumentam a difusdo de spin e a
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transferéncia de saturacdo para o ligante. Além disso, no STD, observa-se apenas 0
sinal dos ligantes que ligam-se moderadamente ao receptor, 0 que torna oS
espectros mais simples [97-98]. A partir de alteracdes de deslocamentos quimicos,
de tempos de relaxacdo (T1, T2), de constantes de difuséo (D) e de NOEs ou
transferéncia de saturacdo, metodologias tém sido desenvolvidas para detectar
interagcfes entre ligantes e receptores macromoleculares, tais como as proteinas
[97].

As proteinas sdo, do ponto de vista da RMN, um sistema complexo de
Hidrogénios acoplados de forma dipolar nos quais o tempo de relaxacao longitudinal
(a qual esta associada a recuperacdo da distribuicdo de Boltzmann de equilibrio
apos pulso de radio frequéncia) € dominado pela taxa de relaxacdo cruzada
intramolecular [94;97-98]. A saturacdo de uma proteina espalha-se de forma rapida
para outros sinais com mudancas das amplitudes dos sinais da proteina
denominado difuséo de spin, devido ao Efeito Nuclear Overhauser (NOE). O NOE é
a alteracdo da intensidade de magnetizacdo longitudinal por acoplamento dipolar
entre spins [94], ocorrendo através do espaco. Um ligante que esteja préximo
espacialmente a proteina sentird esse efeito através da relaxacdo intermolecular
cruzada. Boa parte das pesquisas farmacéuticas se baseiam nesse principio, para
entender a ligacdo de moléculas pequenas com proteinas que participam de
processos celulares especificos [97].

Quando um ligante, que é normalmente uma molécula pequena, se liga a
uma proteina, o seu NOE sofre alteragdes que levam a observar a transferéncia de
magnetizagdo [99]. Isso acarreta numa diversidade de esquemas experimentais
(sequéncias de pulsos) que séo utilizados para detectar e também caracterizar a
ligacdo. Moléculas pequenas ou médias apresentam NOESs positivos, que chegam a
um incremento maximo de sinal de 50%, e curtos t. (w,T. < 1), que é definido como
0 tempo médio entre as colisbes moleculares para uma molécula, depois de alguns
segundos da excitacdo. Por outro lado, grandes moléculas exibem intensos NOEs
negativos que chegam a um incremento maximo de sinal de -100% com menos de

200 ms e longos t. (w,t. > 1) [98].
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Figura 17: Variacdo do NOE homonuclear com o tempo de correlacdo. Neste grafico evidencia-se
a dependéncia do NOE homonuclear entre os hidrogénios em fung¢do do produto w,t. devido ao

efeito de relaxacéo longitudinal. Figura Retirada de Figueiredo et al, 2007 [97].

Quando ocorre a interacdo entre o ligante e a proteina, o ligante passa a
comportar-se como parte da proteina. Dessa forma, o ligante adota o
comportamento da proteina, passando a ter um NOE fortemente negativo, que
mostra a conformacdo do ligante interagente ao receptor [97]. A partir dessa
intensidade observada e da fase, a ligacdo de um ligante a proteina pode ser
facilmente diferenciada.

O experimento de STD € o experimento mais conhecido de transferéncia
de NOE. Isso talvez se deva ao fato de esse experimento ser mais sensivel e
pratico, além de tornar possivel o calculo das constantes de dissociacdo entre as
moléculas interagentes [97,100].

O STD consiste da diferenca de dois experimentos, o off-resonance e on-
resonance. NoO primeiro experimento (on-resonance), a magnetizacdo dos
Hidrogénios da macromolécula €& seletivamente saturada via pulsos de
radiofrequéncia. Os pulsos de radiofrequéncia sédo aplicados numa frequéncia a
qgual abrange somente os sinais da proteina. Hidrogénios saturados da proteina
propagam saturacdo para outros Hidrogénios via rede de interacbes dipolares
intramolecular H-H [97-98,100], por difusdo de spin. O processo de difusdo de spin
torna-se bem eficiente devido a massa molar da proteina, por isso quanto maior for o
tamanho da proteina, da ordem de 30 kDa, mais eficiente serd esse processo. As

moléculas de ligante que interagem com a proteina recebem magnetizacéo dela, se
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dissociando e voltando para a solugcdo onde seu estado saturado persiste devido ao
pequeno tempo de relaxagcdo longitudinal do mesmo [101-102]. O segundo
experimento off-resonance, € o experimento de referéncia, obtido a partir de uma
sequéncia de pulsos fora da regido espectral, onde ndo ha nenhum sinal da proteina
nem do ligante. Os experimentos off-resonance e on-resonance sao subtraidos e,
com a diferenca dos dois experimentos, tém-se apenas 0s sinais do ligante que
recebeu magnetizacdo da proteina, resultado da interacdo proteina-ligante. Quanto
maior esse sinal, mais especifica é a interacéao [100].

No experimento de STD, o grau de saturacdo de um Hidrogénio individual
de um ligante mostra o quanto ele estd préximo da proteina [98]. Quanto mais
orientado um Hidrogénio individual do ligante esta da proteina, mais intensa sera a
magnetizacdo que ele sofrera devido a influéncia da macromolécula. Assim, define-
se por epitopo a superficie de contato proteina-ligante que pode ser mapeada
atraves dos hidrogénios saturados na interface [97].

O mapeamento dos epitopos se revela pela razao entre as intensidades
do espectro STD e do espectro de referéncia, onde o préton ou o conjunto deles
mostre um maior Astp (fator STD). A normalizacéo é feita multiplicando-se por 100%
e o0s demais sdo normalizados de forma relativa ao maior valor. De forma

matematica, tem-se [103]:

Io —Isar _ Istp

Agtp = (25)

Iy Iy

Onde I, € a intensidade do espectro de referéncia (off-resonance), Isat €
a intensidade do espectro de saturacdo (on-resonance) e Igrp € a intensidade do
espectro de diferenca (off-resonance — on-resonance).

A determinacéo dos epitopos de interacdo determinam quais regides das
moléculas estudadas interagem mais fortemente com a macromolécula. Nesse
trabalho, os epitopos s&do importantes, fornecendo informacdes estruturais da
interacdo entre as moléculas estudadas e que auxiliam, por exemplo, em simulagfes
computacionais de Docking e Dinamica Molecular. Essas por sua vez, buscam
entender como a molécula se liga a proteina sob o olhar da biologia estrutural,
desvendando, por exemplo, quais residuos coordenam a interacdo em questdo e

também possiveis mudancas conformacionais, que a macromolécula sofre para
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acomodar o ligante em sua estrutura. A obtencao destas informagdes, nos confere a
possibilidade de inferir a respeito dos mecanismos de acgdo, que norteiam a
interacdo em questdo, que por sua vez, contribui como base de conhecimento para

desenvolvimento de farmacos mais eficazes.
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2- Objetivos

A proteina Grb2 atua como uma reguladora de processos de sinalizacao
envolvendo FGFR2, que quando encontra-se desregulada tem sua atividade
associada a sinalizacéo aberrante e ao cancer. Nesse contexto, Grb2 é fundamental
nessa via e devido sua versatilidade e interagbes variadas com outras proteinas
dentro da célula. Pretende-se obter informacdes estruturais e parametros
termodinamicos a respeito da interacdo, da Grb2 com Morina e Rutina, contribuindo
para uma base de conhecimento que auxilie futuramente no desenvolvimento
racional de farmacos mais eficientes no combate e/ou cura do cancer, bloqueando a
acdo aberrante de FGFR2. Dessa forma, o presente trabalho propoe:

1. Realizar a expresséo e purificacdo da Proteina Grb2;

2. Verificar se existe a interacdo da proteina Grb2 com a Morina e a Rutina;

3. Caracterizar o perfil termodinamico da interacéo, utilizando espectroscopia de
fluorescéncia em estado estacionario;

4. Mapear os epitopos da interacdo que existe entre os flavonoides e a proteina
utilizando a técnica de STD por RMN;

5. Fazer Docking Molecular para visualizar o sitio de interacéao.
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3- Materiais e Métodos

3.1 Expressao e Purificacdo da Proteina Grb2

A proteina Grb2 foi expressa com o vetor pET28b em bactéria E.coli Gold
(DE3). As colbnias foram cultivadas em meio LB liquido com adi¢cdo de Canamicina
(50 pg/mL) e Tetraciclina (50 pg/mL) sob agitacdo a 37°C até atingir uma OD = 0,6.
Acrescentou-se 0,4 mM de IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo) e induziu-se
a 15h em 20 °C. O meio de cultura foi centrifugado a 3583 xg por 40 minutos a 4 °C.
As células foram ressuspendidas em tampao de lise (Tris-HCI 50 mM, 300 mM NacCl,
1 mM BMe e 0,25 mg/ml de Lisozima, pH= 8,0) com o acréscimo de inibidor de
protease (P2714-1BTL - Sigma Aldrich®) e lisadas por sonicagdo. A amostra foi
centrifugada a 34957 xg por 50 minutos a 4 °C. Em seguida o produto lisado foi
aplicado em resina de afinidade carregada com Cobalto His Trap MAC HP (5 mL),
previamente equilibrada com Tampao A (50 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl e 1 mM
BMe, pH= 8,0) e conectado ao purificador automatico AKTA (GE HEALTHCARE
LIFE SCIENCES) Purifier (GE®). A eluicdo de Grb2 foi feita utilizando-se o Tampéao
B (Tampédo A + 200 mM de Imidazol). As amostras foram concentradas em aliguotas
de 1 mL antes de injetar em resina Superdex 200 10/30 GL, equilibrada com
Tampéao C (20mM NaH2PO4, 50 mM NaCl, 1 mM BMe, pH 8,0 para experimentos de
fluorescéncia) ou Tampao D (50 mM NaH2PO4, 100 mM NaF (Fluoreto de sodio), 1
mM BMe, pH 8,0 para experimentos de RMN) e eluida com o mesmo. O grau de
pureza da proteina foi verificado por gel SDS-PAGE 15% e a mesma foi obtida com

pureza suficiente, para realizar 0os experimentos propostos.

3.2 Preparo dos ligantes

Os flavonoides Morina (2’,3,4°,5,7-pentahidroxiflavona) com massa molar
de (302,24 g/mol) e Rutina (Quercetina-3-O-a-L-Rhamnopiranosil-(1—6)-B-D-
Glucopiranosideo) de (610,52 g/mol) foram diluidos em etanol absoluto. Na RMN,
utilizou-se para dissolver os flavonoides etanol deuterado absoluto. Para determinar
a concentracdo da solucdo estoque dos flavonoides preparados, utilizou-se a
espectroscopia de absorcdo UV-Vis. Para a Morina dissolvida em etanol, utilizou-se

um coeficiente de extingdo molar em 271 nm de €,,; = 16949 M~1cm™L. J4, para a
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Rutina dissolvida em etanol absoluto, utilizou-se o coeficiente de extingdo molar em
363 nm de g5,; = 14500 M~1cm™! [79]. Coletou-se o espectro de absor¢do com o
espectrofotometro Cary 3E spectrophotometer (Varian, Palo Alto, CA). Com os
espectros de absorcéo coletados, pode-se determinar os maximo de absor¢céo, com
seus respectivos coeficientes de extingdo molar em um caminho Optico | =1 cm e

determinar a concentragao da solucéo estoque.

3.3 Determinacédo da Concentracéo de Grb2

Para a proteina Grb2, foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de
38055 cm™Mt em 280 nm. O espectro de absor¢cdo UV-Vis foi coletado em
temperatura ambiente em um espectrofotdmetro Cary 3E spectrophotometer (Varian,
Palo Alto, CA) equipado com uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico. O
espectro de absorcdo de UV-Vis foi registrado de 200 a 500 nm, fazendo-se a
subtracdo da linha de base do tampdo da solucdo analisada. O calculo da

concentracéo foi feito segundo a equacdo de Beer-Lambert [104-105].

3.4 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

Os experimentos de DSC para Grb2 foram realizados utilizando um
dispositivo N-DSC Il (TA Instruments, EUA) na faixa de temperatura de 22-75 °C,
com uma velocidade de varredura de aguecimento de 1 °C/min. A proteina Grb2 foi
diluida em tampédo C, com concentragdo final de 0,54 mg/ml. Inicialmente, as duas
células calorimétricas foram preenchidas com uma solugcédo tampéo, equilibradas a
20 °C durante 10 minutos e varridas na faixa de temperatura descrita acima até a
estabilizacdo da linha de base. Subsequentemente, a célula de amostra foi
preenchida com Grb2 e analisada da mesma forma. As correcdes da linha de base
foram feitas subtraindo as varreduras “tampao-tampao” das correspondentes

varreduras “proteina-tampao” [106-107].

3.5 Fluorescéncia em Estado Estacionario

Realizaram-se as medidas de fluorescéncia no Espectrofluorimetro Cary

Eclipse Varian®, equipado com Peltier Single Cell Holder System, em cubetas de
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quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, em temperaturas de 291, 295 e 299 K, para
realizar a caracterizacdo termodinamica dos complexos Grb2-Morina e Grb2-Rutina,
respectivamente, com abertura das fendas de emisséo e excitacdo ajustadas em 0,5
nm. Os triptofanos da proteina Grb2 foram excitados em 290 nm com a faixa de
emissdo de 300 a 500 nm. A supressao de fluorescéncia foi feita com a
concentracdo de Grb2 mantida constante a 2 yM em 2000 pL, adicionando-se
titulagdes de 2 pL de flavonoide, variando o volume total da amostra em 3%. Variou-
se a concentracdo de flavonoide de 0 a 5,9 uM com incrementos de 0,2 uM por

titulacao.

3.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN foram coletados em espectrémetro Bruker Avance
[1l 600,13 MHz equipado com uma criosonda de ressonancia tripla 5 milimetros, com
o gradiente de campo pulsado ao longo do eixo Z. Todos os dados foram analisados
com SOFTWARE Bruker Topspin versao 3.2. A solugcdo de Grb2 5 yM foi utilizada
para determinar a melhor condicdo de saturacdo. A condicdo de melhor saturacéo
da proteina foi na frequéncia de -1,0 ppm (on-resonance), mantendo a frequéncia
off-resonance a 20 ppm [108]. O tempo de saturacdo da Grb2 foi em 2 s. Morina e
Rutina, foram titulados em uma concentracdo de 300 uM. O tempo de equilibrio foi
de 3 e 5 s para o complexo Grb2-Morina e Grb2-Rutina, respectivamente. O total de
2000 scans foram coletados para o complexo Grb2-Morina e 512 scans para o
complexo Grb2-Rutina. O experimento de competicdo foi feito para uma comparacéo
direta da afinidade dos dois flavonoides por Grb2. Os experimentos foram realizados
a 20 °C [108].
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4- Resultados e Discussao

4.1 Expresséao e Purificacdo da Proteina Grb2

A proteina Grb2 foi expressa, segundo o protocolo, descrito na secéo 3.1
de materiais e métodos, e o resultado pode ser visto na Figura 18. E possivel
observar a banda correspondente a proteina Grb2 fusionada com seis residuos de
histidinas na regido C-terminal, um pouco acima de 25 kDa, o que pode ser
explicado devido ao tampé&o utilizado na corrida, a composi¢céo do gel, a composi¢céo
de aminoacidos que pode mudar a forma de migrar da proteina ou até mesmo
porque 0os marcadores possuem massa molar estimada, e principalmente pelo vetor

utilizado para a expresséao [109].

MPM Al Al Al DI DI DI
97kDa W
66kDa g
45 kDa .
30 kDa ’
rew-
201kDa
14,4 kDa .

Figura 18: Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue referente a expresséo da
proteina Grb2 em E.coli BI21 Gold DE3. Os valores na lateral do gel indicam referéncias de massa
molar (as proteinas utilizadas sdo: 97 kDa - Fosfolipase B; 66 kDa — Albumina; 45 kDa -
Ovoalbumina; 30 kDa Anidrase Carbbnica; 20,1 kDa - Inibidor de Tripsina e 14,4 kDa -
Lactoalbumina — a), MPM: marcador de massa molar; Al: antes da inducdo e DI: depois da inducéo. A
proteina Grb2 fusionada com cauda de Histidina apresenta um valora cima da ordem de 25 kDa, o
que pode ser devido ao tampao de corrida, a composicao do gel, a composicdo de aminoacidos que
pode mudar a forma de migrar da proteina ou até mesmo porque 0s marcadores possuem massa

molar estimada, além do vetor utilizado para expressa-la.
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A proteina Grb2 foi purificada utilizando-se o sistema AKTA Purifier (GE
HEALTHCARE LIFE SCIENCES), de modo que o processo fosse otimizado,
aumentando-se assim o rendimento de proteina, para realizacdo de experimentos.
Primeiramente, purificou-se a amostra utilizando-se cromatografia de afinidade com
resina equilibrada por Cobalto His Trap IMAC HP (5 ml). As histidinas interagem
especificamente com o cobalto (Co?*), uma vez que a proteina com a cauda de
histidina é imobilizada no suporte e separada do extrato protéico, a resina pode ser
lavada com Tampao A. Na Figura 19, observa-se um pico de alta intensidade e
largo, onde proteinas que néo se ligam a resina de cromatografia estdo saindo da
coluna previamente equilibrada com Tampdo A. Apds a absor¢cdo retornar a sua
linha de base, com o Tampao B, é feita a eluicdo da proteina Grb2, pois o Imidazol
compete pelo cobalto, fazendo com que a proteina seja eluida.

mAU 200 mM Imidazol
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Figura 19: Cromatograma da purificacdo por afinidade da proteina Grb2. A linha azul indica a
absorcdo em 280 nm das moléculas que passam pela coluna de afinidade. O pico maior e mais largo
indica que proteinas com ligagBes inespecificas estdo sendo retiradas, com lavagem do Tampao A.
Ao retornar a linha de base, a proteina Grb2 é eluida com Tampéao B, sendo que a eluicdo comega
pouco depois de 50 ml de lavagem, como mostra a linha verde no cromatograma representando a

passagem de 100% de Tampao B que contém 200 mM de Imidazol.

O resultado dessa etapa de purificacdo pode ser verificado pela Figura 20,

na qual tem-se uma fracdo referente a cada pico, além do FLOW. Nessa figura, a
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proteina é visualizada na fragbes Al, com Al mais concentrada porém com alguns
contaminantes, a nao visualizagdo das bandas correspondentes as fracoes A2 e A3

pode ser explicada como resultado de uma amostra mais diluida.

MPM FLOW Al A2 A3

97 kDa
66 kDa

45 kDa

30kDa

20,1kDa

14,4kDa

Figura 20: Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue referente a purificagdo por
cromatografia de afinidade. Os valores na lateral do gel indicam referéncias de massa molar. MPM:
marcador de massa molar; FLOW; Al (fracdo 1); A2 (fracdo 2) e A3 (fragdo 3). O valor préximo a 30
kDa pode ser supostamente explicado porque o peso desses marcadores € estimado e sua migracao
depende da composicdo do tampao escolhido para a eletroforese e do préprio gel, além do vetor

utilizao.

A amostra entdo, ap6s a cromatografia por afinidade, foi concentrada até
o volume de 1 mL por centrifugacdo. Apds concentracdo, a amostra foi injetada em
coluna de gel filtracdo Superdex 200 10/30 GL, equilibrada com Tampéo C ou D,
dependendo do experimento a ser realizado. O resultado da purificagdo pode ser

analisado pelo cromatograma da Figura 21.
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Figura 21: Cromatograma referente a purificacdo por cromatografia de gel filtracdo. A linha azul

indica a absor¢do em 280 nm. Sendo este um perfil tipico de Grb2 em cromatografia de Gel Filtragédo
em resina Superdex 200 10/30 GL.

Na Figura 21, nota-se o perfil da proteina Grb2 na cromatografia de gel
filtracdo, com dois picos de absorgéo. Sendo segundo pico o de maior intensidade e
no qual a proteina esta sendo eluida. O sucesso da purificacdo pode ser analisado

pela Figura 22, no gel SDS-PAGE 15%, no qual coletaram-se fracbes de 0,5 ml do
segundo pico.
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Figura 22: Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue referente a purificagdo por
cromatografia de gel filtracdo. Os valores a lateral do gel indicam referéncias de massa molar.
MPM: marcador de massa molar e as outras bandas “Fs” sdo as fragdes coletadas. A proteina Grb2
apresenta um valor em torno de 25,2 kDa. Nota-se que a amostra foi eluida em concentracfes

relativamente altas, o que foi verificado em espectroscopia de absorgéo UV-Vis.

4.2 Espectroscopia de UV-Vis

Os espectros de absorcao de Morina e Rutina estdo mostrados na Figura
23, onde ambos apresentam trés picos de absorcdo caracteristicos. O pico de
absorcao utilizado para a Morina foi em 271 nm e, para a Rutina, em 363 nm, com 0
objetivo de determinar a concentracdo estoque dessas moléculas, para os

experimentos de Fluorescéncia em estado estacionario e RMN.
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Figura 23: Espectro de absorcdo dos flavonoides Morina e Rutina. As duas moléculas

apresentam, trés picos de absorgédo caracteristicos. Para Morina foi utilizado o pico de absor¢cdo em

271 nm, enquanto que para a Rutina foi utilizado o pico de absor¢cdo em 363 nm.

Para determinar a concentracdo estoque de Grb2, utilizou-se também o

mesmo método, onde o pico de absorc¢ao utilizado foi em 280 nm, com o coeficiente

de extincdo molar de 38055 cm*M-%, obtido do servidor ProtParam. O espectro de
absorcdo de Grb2 é apresentado na Figura 24.
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Figura 24: Espectro de absor¢cao da proteina Grb2. A proteina Grb2, apresenta um pico de

absorgédo caracteristico de proteinas, em 280 nm. Para Grb2 foi utilizado este pico de absorgéo para

determinar a sua concentracdo estoque.
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4.3 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

A proteina Grb2 foi submetida a técnica de DSC, de tal forma que
pudesse definir sua temperatura de melting (Tm) e, assim, escolher as temperaturas
apropriadas para a técnica de fluorescéncia em estado estacionério, onde a proteina
se encontraria em seu estado enovelado. O termograma obtido, esta representado

abaixo, na Figura 25.
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Figura 25: Termograma de desnaturacdo da proteina Grb2 obtido por calorimetria diferencial
de varredura. As curvas de DSC para a proteina Grb2, foram obtidas entre 22-75°C, com taxa de
aquecimento de 1 °C/min. Em rosa tem-se representada a linha de base, em azul claro a curva
experimental obtida, com seu respectivo fit em azul escuro. Em preto tem-se a primeira
deconvolucdo, em verde a segunda deconvolugdo e em vermelho a terceira deconvolugdo, com 0s

respectivos picos, o que estaria correlacionado com os trés dominios de Grb2.

O termograma da proteina Grb2 apresentou um pico endotérmico, que
pode ser ajustado por trés curvas gaussianas, seguindo o modelo de dois estados
com fator de escala [110]. Essas curvas podem estar relacionadas com os trés
dominios da Grb2 (N-SH3-SH2-SH3-C), os quais podem apresentar diferentes
estabilidades térmicas durante o processo de desnaturacédo da proteina. O primeiro

pico apresenta temperatura de melting de 39,7 °C, enquanto o segundo apresenta
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em 52,4 °C e o terceiro em 60,2 °C. A entalpia de transi¢cdo (AH) do primeiro pico é
de 30,8 kJ/mol, enquanto o segundo apresenta um valor de 41,4 kJ/mol e o terceiro
26,8 kJ/mol. Pode-se notar, pelo termograma da Figura 25, que em torno de 28 °C, a
proteina Grb2 ja comeca apresentar uma fracdo de desenovelamento. Dessa forma,
para a garantia de verificar a interacdo dessa proteina com os flavonoides em seu
estado nativo, por fluorescéncia de estado estaciondrio, foram escolhidas as
temperaturas de 18, 22 e 26 °C. Além disso, a proteina foi aplicada ao teste de

reversibilidade, o que néo foi observado.

4.4 Fluorescéncia em Estado Estacionario entre Grb2-Morina e
Grb2-Rutina

A abertura das fendas de excitacdo e de emissao utilizada durante o
experimentos foi de 0,5 nm. A solucéo de Grb2 foi excitada em 290 nm, e 0 espectro
de emisséo foi coletado na faixa de comprimentos de onda entre 300 a 500 nm,
como pode ser visto na Figura 26. Realizaram-se os experimentos, Grb2-Morina e
Grb2-Rutina, nas temperaturas de 291, 295 e 299 K, para determinar os parametros
termodinamicos da interacdo Grb2-flavonoides. A supressdo de fluorescéncia da

proteina na presenca desses flavonoides é notavel de acordo com a Figura 26.

T =295 K, Grb2-Rutina

7N T =295 K, Grb2-Morina

'Q‘\’\‘\:
\

350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Intensidade de Fluorescéncia Normalizada (u.a.)
Intensidade de Fluorescéncia Normalizada (u.a.)

Figura 26: Espectro de emissao de fluorescéncia da proteina Grb2 na presenca dos
flavonoides na temperatura de 295K. Conforme titula-se os flavonoides ( 0 a 5,9 uM) a intensidade
de fluorescéncia da proteina Grb2 (2 pM) diminui, como indica a seta, sugerindo uma provavel

interacdo de Grb2 com Morina e Rutina.

Os resultados de supresséo de fluorescéncia mostrados, na Figura 26, indicam

que ha interacdo entre Grb2 e os flavonoides. A intensidade de fluorescéncia se
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reduz a cada incremento na concentragao dos flavonoides, Morina e Rutina. Assim
quanto maior a concentragdo de flavonoide, no microambiente proteico proximo a
residuos de triptofanos, menos intensa torna-se a fluorescéncia da Grb2, indicando
gue héa interacdo em regides contendo esses residuos [90-91]. Foi discutido no texto
que a Grb2 contém dois triptofanos no dominio SH2, dois no dominio C-SH3 e um
no dominio N-SH3, isso explica o fato de ndo haver supressao total no sistema, pois
provavelmente os flavonoides estdo interagindo com os triptofanos de um dominio
da proteina, de tal forma que os outros emitem fluorescéncia, por ndo sentirem a

presenca do ligante [34].

Embora experimentos de supressdao sejam simples, ha varios
problemas que podem ocorrer. Conforme a intensidade diminui a contribuicdo da
fluorescéncia de fundo pode tornar-se significativa. Supressores sao muitas vezes
utilizados em altas concentracbes, e eles em si podem conter impurezas
fluorescentes. O efeito de filtro interno, devido a absorcdo, pode diminuir a
intensidade de fluorescéncia aparente, e, assim, distorcer os dados de
supresséo [89]. Como os efeitos de filtro interno estédo presentes, as intensidades
de fluorescéncia observadas foram corrigidas, para ndo haver alteracdes nos

valores das constantes de Stern Volmer.

Nos experimentos realizados, tanto a Morina quanto a Rutina foram
preparadas em etanol absoluto, contudo o volume de etanol atingido para os
sistemas Grb2-Morina e Grb2-Rutina ndo ultrapassou o valor de 3%, de tal forma
gue o volume atingido ndo desnaturasse a proteina, ndo alterando dessa maneira
sua estrutura terciaria, uma vez que valores acima de 10% de etanol podem causar
pequenas alteragbes [111]. A Figura 27 demonstra que os valores de supressao
obtidos estdo de acordo com a equacdo de Stern-Volmer nas temperaturas
estudadas de 291, 295 e 299 K, apresentando uma razao linear da intensidade de

fluorescéncia da proteina na auséncia e na presenca dos flavonoides (Fo/F).
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Figura 27: Gréfico de Stern-Volmer. Supressdo da fluorescéncia de Grb2 nas temperaturas de 291
(preto), 295 (vermelho) e 299 K (verde), pelos flavonoides Morina e Rutina. Este gréafico indica um
mecanismo de supressédo dindmico, onde a Ksv aumenta com a temperatura devido ao aumento no

nimero de colisbes dos flavonoides com os fluoréforos.

As constantes de Stern-Volmer (Ksv) nas correspondentes temperaturas
foram obtidas através de ajuste linear. Os valores das constantes de Ksv para o
sistema Grb2-Morina e Grb2-Rutina, mostrados na Tabela 1 sdo diretamente
proporcionais ao aumento de temperatura, o que indica a ocorréncia do mecanismo

de supresséo do tipo dinamico ou colisional.

Tabela 1: Constantes de supressao Ksy.Valores obtidos para os complexos Grb2-Morina e Grb2-
Rutina nas temperaturas de 291 K, 295 K e 299 K.

Grb2-Morina Grb2-Rutina
T (K) Ksv (10° MY) T (K) Ksv (104 M1)
291 1,140,1 291 3,3+0,2
pH 8,0 295 1,240,1 pH 8,0 295 3,8+0,3
299 1,7+0,1 299 6,0+0,6

R= 0,996 (coeficiente de correlacado)

R=0,980 (coeficiente de correlacao)

Pela Tabela 1, o sistema Grb2-Morina possui Ksy uma ordem de grandeza
maior que o sistema Grb2-Rutina, resultando numa eficiéncia de supressédo maior. O
aumento da temperatura promove a diminuicdo da viscosidade do meio reacional
favorecendo a difusdo do supressor em direcdo ao fluoroforo no estado excitado.
Dessa forma, para o mecanismo dinamico, o0 aumento da temperatura induz a um

aumento das colisdes entre os fluoroforos excitados da proteina com os flavonoides
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e, Como consequéncia, observa-se o0 aumento da constante de supressao (Ksv)
com a elevagao da temperatura [89,91]. Observa-se que para maiores valores de
concentracdo dos flavonoides, para a temperatura de 299 K, os pontos apresentam
um pequeno desvio da linearidade, indicando haver também mecanismo de
supressdao do tipo estatico nessa faixa de concentracdo e temperatura [89].

A partir dos dados de supressdo da fluorescéncia da Grb2 pelos
flavonoides, as constantes de associagcdo Ka e 0 numero de sitios de ligacao (n) por
proteina podem ser estimados, de acordo com a equacdo do duplo-log (17). Essa
equacao fornece uma relacao logaritmica da razdo da diferenca entre a fracdo de
proteina livre e ligada pela fracdo ligada em funcdo da concentracdo de ligante. Na
Figura 28, encontram-se os graficos para Grb2 e os ligantes Morina e Rutina nas

temperaturas de 291, 295 e 299 K, que foram ajustadas por essa equacao.
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Figura 28: Grafico duplo-log. Dados relativos ao efeito de supresséo de fluorescéncia sofrido pela
proteina Grb2 na presenca de Morina e Rutina em temperaturas de 291 (preto), 295 (vermelho) e
299K (verde). A partir desse grafico pode-se determinar o nimero de sitios de ligagdo (n) e a

constante de associagdo Ka das interagfes estudadas.

Os valores de n e Ka para os sistemas Grb2-Morina e Grb2-Rutina séo
obtidos a partir da inclinagéo da reta ajustada e da intersec¢éo das ordenadas, em
291, 295 e 299 K, respectivamente. Esses dados obtidos da analise de equilibrio de

ligagdo sdo mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2: Numero de sitios de ligacéo (n) e constante de associacao (K,). Valores referentes aos

complexos Grb2-Morina e Grb2-Rutina em temperaturas de 291, 295 e 299K.

Grb2-Morina Grb2-Rutina
T (K) n Ka(10°M1) T (K) n Ka(10*MY)
291 0,9+0,1 1,1+0,1 291 0,9+0,1 2,4+0,3
pH 8,0 295 1,2+0,1 1,5+0,1 pH8,0 295 1,0+0,1 3,4+0,4
299 1,3+0,1 2,0+0,2 299 1,0+0,1 5,3+0,7
R= 0,994 (coeficiente de correlacado) R= 0,990 (coeficiente de correlacao)

Analisando-se a Tabela 2, percebe-se que, para os dois complexos, 0
namero de sitios de ligacdo é de aproximadamente 1 ligante/proteina. Ja os valores
de Ka aumentam com o aumento de temperatura, indicando uma maior estabilidade
do complexo formado, levando os flavonoides a uma maior afinidade em uma
cavidade mais interna da proteina, o que esta de acordo com os dados anteriores da
Ksv, seguindo essa mesma tendéncia de maior estabilidade. Além disso tanto o
complexo Grb2-Morina quanto o complexo Grb2-Rutina, apresentam uma interacao
que é definida como moderada.

Buscando caracterizar o tipo predominante de interacdo existente nos dois
sistemas, utilizou-se a equacdo de van’t Hoff (18) para determinar os parametros
termodinamicos referentes aos complexos formados entre Grb2-Morina e Grb2-
Rutina, a partir da constante de associacédo Kade cada interagdo. A Figura 29 mostra
o grafico de van’t Hoff para os dois sistemas estudados, em temperaturas de 291,
295 e 299 K. Fazendo-se o0 ajuste linear, obtiveram-se 0s parametros
termodindmicos para as temperaturas estudadas como a entalpia (AH), a partir do
coeficiente angular da reta, e a entropia (AS),da interseccdo das ordenadas (Figura
29).
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Figura 29: Gréafico de van’t Hoff. Analise termodindmica para os complexos Grb2-Morina e Grb2-
Rutina, em trés diferentes temperaturas (291, 295 e 299 K). O grafico de van’'t Hoff relaciona a
variacdo da constante de associacdo e a variacdo de temperatura, mediante a variagdo de entalpia.
Esse gréfico permite obter parametros termodindmicos das interacdes, como variagdo de entalpia
(AH) e variagéo de entropia (AS), fundamentais para caracterizar o tipo de interacdo predominante do

sistema. Além disso, com esses pardmetros é possivel obter a energia livre de Gibbs (AG) da

interacao.

Na Tabela 3 encontram-se os valores dos parametros termodinamicos
(AH, AS e AG) determinados a partir do gréfico de van’t Hoff, utilizando as equacfes

(18 e 19).

Tabela 3: Parametros termodinadmicos. Referentes aos complexos Grb2-Morina e Grb2-Rutina em

temperaturas de 291, 295 e 299 K.

Grb2-Morina
T(K) AG(kcal/mol) AH(kcal/mol) -TAS(kcal/mol)
291 -6,410,4 -19,4+0,9
pH8,0 295 -6,6+0,6 13,040,7 -19,6+1,2
299 -6,910,7 -19,9+1,4
Grb2-Rutina
T(K) AG(kcal/mol) AH(kcal/mol) -TAS(kcal/mol)
291 -5,84+0,5 -22,3+1,9
pH8,0 295 -6,1+0,6 16,5+2,0 -22,6+2,3
299 -6,4+0,8 -22,9+2 4

Abaixo, podemos visualizar uma representacdo quantitativa do perfil

Termodinamico dos sistemas estudados (Figura 30).
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Figura 30: Perfil termodinamico dos complexos Grb2-Morina e Grb2-Rutina em temperaturas
de 291, 295 e 299 K. Em azul tem-se representado a variagdo da energia livre de Gibbs (AG), em
verde a variacdo de entalpia (AH) e em vermelho a variagcao de entropia (-TAS) dos dois sistemas. A

partir desse perfil, pode-se identificar o tipo de interacdo predominante na formacéo dos complexos.

A variacdo de entalpia dos dois sistemas se mantém constante conforme
a Tabela 3, uma vez que o intervalo de temperatura trabalhado ndo € apreciavel. Em
adicao, os valores de AH sao positivos, 0 que caratecteriza uma reacao endotérmica
na qual a ligacdo entre os flavonoides e a proteina é desfavorecida, quanto maior for
esse valor [112]. J& os valores de AG para os dois sistemas sdo negativos, o que
mostra ser uma interacdo espontanea para os dois casos. O sistema Grb2-Morina
tem um valor de AG que é ligeiramente menor do que para o sistema Grb2-Rutina,
indicando que o primeiro sistema tem sua forma¢édo mais favoravel que o segundo,
de acordo com os valores de AH.

Na Tabela 3, os valores da contribuicdo entropica para os dois sistemas
sdo negativos devido ao sinal que esse termo carrega na equacdo (19). Nos dois
complexos, as contribuicbes entrdpicas e entélpicas sao positivas, ou seja, com
AH>0 e AS>0. Os dois sistemas estudados, possuem essas caracteristicas
mencionadas, como mostra a literatura, sendo entropicamente dirigidos, o que
caracteriza interagfes predominantemente hidrofébicas [90-91]. Este resultado €&
esperado, uma vez que essas moléculas, uitlizadas como ligantes, sao apolares
(embora a Rutina possua também uma regido hidrofilica correspondente ao
dissacarideo). Como a proteina Grb2 encontra-se em solvente polar, a molécula de
flavonoide tende a se encaixar em uma regido de bolso hidrofébico na proteina. Isso
provavelmente gera uma pequena mudanca conformacional, e expde fragmentos

apolares do interior proteico para o solvente, induzindo a reorganizacdo das
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moléculas de agua do solvente ao redor da proteina e também dos flavonoides,
maximizando a entropia, ocasionada por dois &tomos apolares interagentes, ou seja,
a aproximacao de superficies hidrofébicas promove uma desorganizacdo da camada

de solvatacdo favorecendo a interacao [91].

4.5 Ressonancia Magnética Nuclear de Grb2 com Flavonoides

A proteina Grb2 possui uma massa molar que a torna apta para realizar
experimentos de STD [100], devido a sua eficiente difusdo de spin. Por essa
caracteristica € possivel verificar a interacdo dos flavonoides com a Grb2 por
transferéncia de magnetizagéo e, portanto, corroborar os resultados de fluorescéncia
de estado estacionario (Figura 26) que indicam interacdo desses flavonoides com
Grb2.

Para o complexo Grb2-Morina, utilizaram-se 5 yM de Grb2 e 300 uM de
Morina. A proteina foi saturada em -1 ppm em relacdo ao composto de referéncia
TMS, em uma regido na qual os flavonoides ndo apresentam sinais de ressonancia.
A partir dos resultados apresentados na Figura 31, é verificada a interacdo entre a
Morina e a Grb2, devido a transferéncia de magnetizacdo da proteina para o

flavonoide.
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Figura 31: Espectro de STD do complexo Grb2-Morina. (A) O experimento de off-resonance
(vermelho) é o experimento de referéncia que é obtido a partir de uma sequéncia de pulsos fora da
regido espectral estudada, na qual ndo ha pertubagdo de nenhum sinal da proteina nem do ligante.
(B) O experimento da diferenca, off-resonance — on-resonance (azul) que mostra apenas os sinais da
Morina que recebeu magnetizagdo da Grb2. Os sinais do ligante mostram que ha interacdo entre a

Morina e a Grb2.

Pela Figura 31, pode-se afirmar que existe interacao entre Grb2 e Morina.
Isso acontece, pois ap0s a proteina ser saturada, sua rede de hidrogénios acoplados
dipolarmente propaga sua magnetizacao devido a difusdo de spin. A Morina, que
esta proxima espacialmente da Grb2 sentird esse efeito devido a relaxacdo
intermolecular cruzada [97-98]. Cada pico nos espectros da Figura 31 representa
hidrogénios especificos da Morina, que recebeu transferéncia de magnetizacdo da
Grb2 (na analise dos epitopos de interacdo, cada hidrogénio sera assinalado ao seu
pico correspondente de acordo com a estrutura quimica da Morina, como é
verificado na literatura). Em vermelho, tem-se representado o espectro de off-
resonance, que € o experimento de referéncia obtido a partir de uma sequéncia de
pulsos fora da regido espectral, na qual ndo h& pertubacdo de nenhum sinal da
proteina nem do ligante. Em azul, tem-se o espectro de diferenca (off-resonance —
on-resonance) que mostra apenas 0s sinais correspondentes aos hidrogénios da
Morina que receberam transferéncia de magnetizacdo. O STD confirma, entdo, a
interacdo entre Grb2 e Morina conforme a fluorescéncia de estado estacionario ja

sugeria.
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Para o complexo Grb2-Rutina, utilizaram-se as mesmas condi¢des de
concentracdo de proteina e de flavonoide que foram utilizadas no complexo Grb2-
Morina. Além disso, a proteina foi saturada na mesma regido em -1 ppm como para
o sistema Grb2-Morina. Pela Figura 32, verifica-se também a interacdo entre Rutina
e Grb2 como indicava a supressdo de fluorescéncia, devido a transferéncia de
Magnetizacdo da Grb2 para a Rutina.
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Figura 32: Espectro de STD do complexo Grb2-Rutina. (A) O experimento de off-resonance

(vermelho) é o experimento de referéncia que é obtido a partir de uma sequéncia de pulsos fora da
regido espectral estudada, na qual ndo ha nenhum sinal da proteina nem do ligante. (B) O
experimento da diferenca, off-resonance — on-resonance, (azul) que mostra apenas 0s sinais da
Rutina que recebeu magnetizacao da Grb2.0s sinais do ligante mostram que h& interagcdo entre a
Rutina e a Grb2.

Como no caso anterior, verificam-se apenas 0s picos correspondentes
aos hidrogénios da Rutina que sofreram transferéncia de magnetizacdo. Esses
hidrogénios recebem a transferéncia de magnetizacdo da proteina saturada. No
sistema Grb2-Rutina é notavel por volta de 3 ppm ha uma regido com picos muito
proximos e praticamente indistinguiveis, devido a sobreposicdo dos hidrogénios dos
dois acucares que compdem a Rutina. Além disso, a transferéncia de magnetizacao

da proteina & muito baixa para esses hidrogénios do acucar [101,113-114].
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Se a interagdo ndo ocorresse ou fosse muito forte, esses sinais seriam
inexistentes. Quando nao ha interagdo, ocorre auséncia de sinais porque a proteina
nao transfere magnetizacéo para os flavonoides. Por outro lado, quando a interacao
€ muito forte, o complexo proteina-ligante apresenta velocidade de dissociacdo lenta
o que dificulta verificar o efeito de NOE [95,97,99].

Confirmada as interacdes por STD, conforme verificadas pelas Figura 31
e Figura 32, o objetivo agora € determinar os epitopos de interacdo dos flavonoides
com a Grb2, ou seja, quais hidrogénios dessas moléculas que estdo recebendo uma
maior transferéncia de magnetizacao devido a saturacdo da proteina via difusédo de
spin. Assim, quanto mais intensa for essa transferéncia, mais orientado esse
hidrogénio da molécula de ligante estd da proteina, indicando quais regifes do
flavonoide se ligam ou interagem mais orientado no bolso hidrofébico da proteina,
podendo-se entender o arranjo espacial de ligacéo entre eles [98,108].

Os célculos dos epitopos séo feitos a partir da razdo entre o experimento
de diferenca (off-resonance - on-resonance) com o experimento de off-resonance,
comeca-se a partir do mapeamento das areas dos picos correspondentes aos
flavonoides. Todos os valores da integral da area dos picos calculados séo divididos
pelo maior valor e, posteriormente, multiplica-se por 100% [103]. Na Tabela 4,
encontram-se 0s valores para os epitopos de interacdo do complexo Grb2-Morina
com o hidrogénio correspondente a cada deslocamento quimico [115], utilizando-se

da equacao (25).

Tabela 4: Determinacdo dos epitopos de interacdo do complexo Grb2-Morina. Tem-se
representado na Tabela 4 o hidrogénio correspondente a cada deslocamento quimico e seu

respectivo epitopo.

Hidrogénio é (ppm) Epitopos (%)
6 6.00 100
3 6.23 92
6’ 7.58 83
8 6.21 82
5 6.35 79

Os dados da Tabela 4 mostram o quanto cada hidrogénio da Morina

recebe a transferéncia de magnetizacdo da proteina, indicando que o hidrogénio da
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Morina o qual se liga mais orientado a Grb2 € o 6 (epitopo de 100%). No entanto, o
hidrogénio 3’ por apresentar o epitopo mais fraco indica estar menos orientado em
relacdo a Grb2. Os dados apresentados sdo semelhantes a o0s existentes na
literatura em que a Morina esta livre e os deslocamentos quimicos variam muito
pouco, 0 que provavelmente ocorre devido ao fato de o solvente utilizado ser
diferente [115].

A seguir, apresentamos a Figura 33, que permite uma visualizacédo do que

a Tabela 4 fornece sobre o sistema Grb2-Morina e seus epitopos de interacéo.

3’ (92%
%)

HO 5’ (79%)
6’ (83%) 6
(100%) 6 8 |
6 OH o)
x 5
| 1l 3’
|
|
| 1"
(B) g N R NS =~ \,/.\\,W/\.M

74 72 70 68 66 64 62 60 ppm

Figura 33: Epitopos de interacdo do complexo Grb2-Morina. Tem-se representado qual
Hidrogénio da Morina é correspondente a cada pico no espectro. Além disso, tem-se representada a
estrutura quimica da Morina, identificando os Hidrogénios nela (em preto) e a intensidade desses

epitopos (em vermelho). Em (A) tem-se o espectro off-resonance e em (B) o espectro da diferenca.

A Tabela 5 apresenta os valores determinados para 0s epitopos de

interacéo do complexo Grb2-Rutina e os hidrogénios correspondentes [113-114].



58

Tabela 5: Determinacdo dos epitopos de interacdo do complexo Grb2-Rutina. Tem-se
representado na Tabela 4 o hidrogénio correspondente a cada deslocamento quimico e seu
respectivo epitopo.

Hidrogénio é (ppm) Epitopos (%)
1” 5.94 100
6 6.12 89
2 7.46 50
5 6.81 47
6’ 7.40 46
8 6.79 43

Os resultados da Tabela 5 mostram o quanto cada Hidrogénio da Rutina
recebe de transferéncia de magnetizacdo da Grb2, o que indica que Hidrogénio 1”
da Rutina esta mais orientado a Grb2 por ter o epitopo de 100%. O interessante,
nesse caso, reflete-se no fato de esse Hidrogénio ja fazer parte do grupo Rutinose
da Rutina. Por outro lado, o Hidrogénio 8 apresenta o epitopo mais fraco, indicando
estar menos orientado em relacdo a Grb2, enquanto ndo se observam sinais dos
hidrogénios da glicosilacdo, o que pode ser explicado como causa de um
impedimento estérico, onde esse dissacarideo ndo se encaixaria no bolso
hidrofébico da proteina. Os resultados de assinalamento apresentados estdo de
encontro aos deslocamentos quimicos que a literatura fornece em relacédo a Rutina
[113]. Os deslocamentos quimicos variam muito pouco, como para a Morina, 0 que
provavelmente ocorre devido ao fato de o solvente utilizado ser diferente, como ja
discutido anteriormente [95].

A Figura 34, a seguir, permite visualizar o que traz a Tabela 5 acerca do

complexo Grb2-Rutina, referente aos seus epitopos de interacao.



59

Regiao do Agucar

O
OH 1”(100%)
OH OH OH

OH

6’

.8 6 ;n

wr | e

d—_— e S——

|
® . E——

7 6 5 4 ppm

Figura 34: Epitopos de interagdo do complexo Grb2-Rutina. Tem-se representado qual
Hidrogénio da Rutina é correspondente a cada pico no espectro. Além disso, tem-se representada a
estrutura quimica da Rutina, identificando os Hidrogénios nela (em preto) e a intensidade desses

epitopos (em vermelho). Em (A) tem-se o espectro off-resonance e em (B) o espectro da diferenca.

Uma vez verificada a interacdo e determinado os epitopos de interacao,
buscou-se verificar a competicdo entre Morina e Rutina por Grb2, de tal forma que
se possa determinar qual tem maior afinidade pela proteina. Dessa maneira, pode-
se, assim, comparar esses resultados com os resultados de fluorescéncia em estado
estacionério. A proteina estava em concentracdo de 5 uM, enquanto os flavonoides
estavam numa concentracdo de 300 pyM. E importante ressaltar o fato de as
concentracbes serem iguais para que as duas moléculas estejam em mesmas
condicdes para competir pela proteina Grb2. Na Figura 35, nota-se a presenca dos
dois ligantes (em azul) como ja era esperado, uma vez que 0S MEesSMOS

apresentavam individualmente interagdo com a Grb2.
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Figura 35: Espectros do experimento de competi¢cdo dos flavonoides por Grb2. Em vermelho, o

espectro de Morina. Em verde, de Rutina. Em azul, o espectro da competicdo no qual nota-se 0s

picos dos dois flavonoides, ressaltando-se a interagdo que as duas moléculas apresentam por Grb2.

A Figura 32 mostra, em vermelho, o espectro de STD da Morina com Grb2
(Figura 31), em verde, o espectro de STD da Rutina com Grb2 (Figura 32) e em azul,
0 espectro com os sinais dos dois flavonoides competindo pela Grb2. Isso reafirma o
STD das moléculas individualmente com Grb2 onde h& interagdo, permitindo
comparar os sinais delas individualmente com elas na competicdo a partir de suas
posicdes em seus correspondentes deslocamentos quimicos.

Cada pico correspondente a um epitopo de interacdo das moléculas, no
dado deslocamento quimico, no experimento de competicdo teve uma transferéncia
de magnetizagdo que alterou o valor determinado de Astp individualmente [97],

conforme mostra a Tabela 6.
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Tabela 6: Transferéncia de magnetizacdo dos hidrogénios dos flavonoides do espectro
individual para o espectro de competicdo. Essa tabela mostra as diferencas das transferéncias de

magnetizacao de cada molécula na auséncia (individual) e na presenca da outra (competicéo).

Individual Competicao
1) 1)
Flavonoide (ppm) (off-on)/off (ppm) (off-on)/off

6.81 0,04952 6.82 0,04625

6.79 0,04545 6.80 0,04174

Rutina 6.12 0,09438 6.14 0,08771
7.46 0,05339 7.47 0,04949

7.40 0,04947 7.40 0,05267

5.94 0,10626 5.96 0,09609

6.00 0,16107 6.01 0,14078

6.21 0,13219 6.20 0,12864

Morina 6.35 0,12761 6.34 0,12756
6.23 0,14859 6.24 0,13491

7.58 0,13378 7.56 0,14818

Os resultados da Tabela 6 s&o importantes, pois mostram que um
flavonoide na presenca do outro afetam o Astp de cada hidrogénio que os compde.
Além disso, permite visualizar que as transferéncias de magnetizacdo da Morina séo
maiores do que as da Rutina, mostrando que a Grb2 tem maior afinidade pela
Morina. A Tabela 7, fornece o quanto cada epitopo de cada molécula foi afetado na
competicao devido a diferenca percentual existente.



62

Tabela 7: Diferenca percentual dos epitopos. Essa tabela mostra o quanto cada hidrogénio das
moléculas, foram afetados pela outra molécula na competicdo, a partir da diferengca percentual do

valor dos epitopos.

Individual Competicao Diferenca
dos

Flavonoide Hidrogénio Epitopo & (ppm) Epitopo & (ppm) epitopos

(%) (%) (%)
6 100 6.00 95 6.01 5
3 92 6.23 91 6.24 1
Morina 6’ 83 7.58 100 7.56 17
8 82 6.21 87 6.20 5
5 79 6.35 86 6.34 7
1” 100 5.94 64 5.96 36
6 89 6.12 59 6.14 30
2 50 7.46 33 7.47 17
Rutina 5 47 6.81 31 6.82 16
6’ 46 7.40 35 7.40 11
8 43 6.79 28 6.80 15

A Figura 36, a seguir, permite visualizar o que traz a Tabela 7 acerca da
competicdo dos flavonoides pela Grb2, e quanto uma molécula afeta a interacao da

outra pela proteina.
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Figura 36: Gréfico de linhas. Representacdo da diferenca percentual dos epitopos para Morina (A) e
Rutina (B), individualmente (preto) e na competicdo (vermelho). Com esses dados, pode-se inferir

gue a Morina afeta mais a intera¢do da Rutina pela Grb2, do que o contrério.

Para saber o quanto, de fato, uma molécula afetou a afinidade da outra
pela Grb2, soma-se o produto dos epitopos individuais da molécula com a proteina,
pela diferenca percentual da competicdo em relacdo a interacao individual e divide-
se pela soma dos epitopos individuais, como fator de ponderacdo. Finalmente
multiplica-se por 100%, para se ter o valor efetivo do quanto a interagdo na auséncia

do outro competidor foi afetada. De forma matematica, tem-se:

L= > Epit.tl-‘ansfloo% 26)
Y. Epit

sendo que I ¢ é a interacdo afetada para cada flavonoide na presenca do outro. Essa

equacao € uma proposta de analise, para verificar o quanto de ligante deixa de se

ligar percentualmente devido a presenca da outra molécula. Pela equacéo (26)

mensura-se, 0 quanto a interacdo de uma molécula com a Grb2 foi afetada na

presenca da outra.

Pelos célculos realizados, vemos que a interacdo do complexo Grb2-
Morina de 100%, que representa seu total individual, na competicao reduziu-se para
93,2%, isso mostra que a Rutina afeta em 6,8% a interacdo da Morina com Grb2. Ja
a interacdo do sistema Grb2-Rutina de 100% individual na competicdo reduziu-se
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para 75,9%, mostrando que a Morina afeta em 24,1% a interacdo da Rutina com
Grb2. Logo, a Morina é menos afetada, pois apresenta uma queda percentual da
ordem de trés vezes menor que a Rutina. Esses dados corroboram os obtidos por
fluorescéncia onde a Morina apresenta maior afinidade pela Grb2, possuindo
preferéncia em se ligar em uma regido de cavidade da proteina com predominancia
por interagdes hidrofobicas. No mais, os dois flavonoides possuem caracteristicas
gue os potencializam ao desenvolvimento de farmacos, a partir da caracterizacao
por fluorescéncia da interacdo deles com a Grb2 confirmada por STD. A Morina, a
principio, apresenta vantagem por ter uma ligacdo mais especifica pela proteina e
ser termodinamicamente mais estadvel, conforme mostram o0s parametros

termodinamicos obtidos da fluorescéncia.

4.6 Estudos computacionais de interacdo entre Grb2 e os

flavonoides Morina e Rutina

Esse trabalho também est4 iniciando estudos de Docking Molecular, com
o intuito, de obter informacdes a respeito de qual dominio e/ou dominios de Grb2
estaria ocorrendo interagcdes com os flavonoides, no qual um conjunto de métodos
computacionais, que envolve Docking e Dinamica Molecular, foram realizados em
colaboracdo com o grupo do Professor Dr. Leandro Cristante de Oliveira e seu aluno
Raphael Vinicius Rodrigues Dias. A ligacdo de pequenas moléculas em
macromoléculas, € o alvo de varios processos biolégicos, que quando entendidos,
auxilia no desenvolvimento de novos farmacos, baseado em estrutura [116-118].
Esse trabalho visa identificar qual dominio da proteina Grb2 interage com essas
moléculas, levando em consideracdo os dados experimentais obtidos por RMN
[119]. Essas simulagbes foram feitas com a proteina inteira interagindo com o0s
ligantes. Foram feitos Docking com os ligantes Morina e Rutina, onde indica
interacdo dessas moléculas preferencialmente com o dominio SH2. A Figura 36

destaca Morina e Rutina interagindo como dominio SH2 de Grb2.
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Grb2-Morina

Grb2-Rutina

Figura 37: Docking Molecular entre Grb2 com Morina e Rutina. Estes resultados foram obtidos
pelo aluno de Pds-Graduacgéo, em Biofisica Molecular, Raphael Vinicius Rodrigues Dias, a partir de
simulagcBes computacionais, utilizando-se os programas Chimera e Dock6, entre a proteina Grb2 e as
moléculas. Na figura, o dominio SH2, onde ocorre a interagdo, foi cortado para uma melhor
visualizagéo. (a) Representacdo em Cartoon da moléculas ligando-se ao dominio SH2 da proteina
Grb2. Nessa representacdo, a Morina esta destacada de azul e a Rutina em verde, para uma melhor
identificacdo delas na proteina (b) Representacdo em surface, colorida por hidrofobicidade, das
moléculas ligando-se ao dominio SH2 da proteina Grb2. Nessa representacdo, a cor laranja na
proteina, indica regibes hidrofdbicas, que sdo predominantes onde as moléculas se ligam, a cor azul

representa regides hidrofilicas e em branco os dois tipos.

Esses resultados de Docking Molecular foram obtidos da interagdo da
proteina com Morina e Rutina e nos guia para realizarmos experimentos de
fluorescéncia e RMN, com esse dominio, na presenca dessas moléculas e confirmar
se é realmente nele que ocorre a interacao. Esses resultados estdo de acordo com o
obtido na fluorescéncia de estado estacionario, que indicava uma interacdo
hidrofébica, entre os flavonoides com a Grb2, uma vez que essas moléculas se
ligam em uma regido predominantemente hidrofobica da proteina. No complexo
Grb2-Rutina, é notavel que o dissacarideo da Rutina, ndo consegue se encaixar no
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bolso hidrofébico da proteina, como consequéncia de impedimento estérico como
suposto anteriormente, para explicar a nao interagdo da regiao de agucar com a
Grb2 por RMN. Além disso, resultados de Dinamica Molecular mostra haver
mudancas conformacionais na proteina devido a interacdo desses flavondides, o
que estd de acordo com os parametros termodindmicos na fluorescéncia em estado
estacionario.

Uma forma de detalhar os residuos envolvidos na interacdo, € a partir do
programa LigPlot. Este programa permite identificar quais residuos da proteina
interagem com a molécula e que tipo de interacdo est envolvida, entre elas, a partir
de um arquivo de entrada do PDB, gerando esquemas bidimensionais dos
complexos proteina-ligante [62,120]. A Figura 37 destaca os residuos que interagem

com Morina e Rutina e quais as interacdes envolvidas.
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Figura 38: LigPlot dos complexos Grb2-Morina e Grb2-Rutina. Estes resultados foram obtidos
pelo aluno de Pés-Graduacgéo, em Biofisica Molecular, Raphael Vinicius Rodrigues Dias, a partir de
simulagBes computacionais, utilizando-se o programa LigPlot. Os cilios em vermelho, representam os
residuos que fazem interacdo hidrofébica com as moléculas; as linhas em verde, representam as
ligagBes de hidrogénios dos residuos que interagem com as moléculas em amarelo. (a) Para o
complexo Grb2-Morina, ocorre interacdes hidrofébicas entre a Morina e os residuos Vall140, Phel08,
Phel01, GIn106, Val40, Leul20 e Trpl21, j& o residuo His135, faz ligacdo de hidrogénio e também
interacdo hidrofébica com a Morina. (b) Para o complexo Grb2-Rutina, ocorre interagdes hidrofébicas
entre a Rutina e os residuos His107, Lys109, Leul20, Trpl21, Vall40, Phel0l e Phel08, ja o
residuo His135, faz ligacdo de hidrogénio e também interacdo hidrofébica com a Rutina. Estes
resultados esté@o de acordo com os dados obtidos experimentalmente por fluorescéncia e RMN.

Os cilios em vermelho representam os residuos que fazem interacdo
hidrofébica com as moléculas; as linhas em verde representam as ligacbes de
hidrogénios dos residuos que interagem com as moléculas em amarelo, no caso a
Histidina 135, que acarreta em uma maior estabilizacdo desses complexos. Nota-se,
ainda para a Rutina, que essa mesma Histidina serve para a molécula se ancorar na
proteina e posteriormente encaixar-se em seu bolso hidrofébico. Além disso, o
resultado da Figura 38 esta de acordo com os dados de epitopos de interacdo por
STD, ja o Trpl21l é o fluor6foro do dominio SH2 que provavelmente sofre o
mecanismo de supresséao colisional devido a interacdo dos flavonoides, enquanto o
Trp60 sofre o0 mecanismo estatico, que fica mais evidente em maiores

concentracfes em temperatura de 299 K .
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Finalmente, € apresentada a seguir, a Figura 38, a qual mostra a Morina e a
Rutina se ligando no mesmo sitio da proteina Grb2. Nesta figura, a Morina se
encontra mais préoxima da Grb2 do que a Rutina, o que acarreta em uma maior
afinidade da primeira do que a segunda pela proteina, sustentada pela energia livre
obtida de cada complexo e a energia do proprio complexo, dada pela relagéo [120]:

AG = Ecomplexo — (Eligante + Ereceptor) (27)
0 que corrobora os dados de fluorescéncia em estado estacionario e de RMN. Nesse
caso, Ecomplexo € a energia do complexo (proteina+ligante), Eigante € a energia

individual de cada ligante e Ereceptor € @ €nergia do receptor, no caso a Grb2.

Figura 39: Representacdo da sobreposi¢cdo de Morina e Rutina, em surface. Esses resultados
foram obtidos pelo aluno de Pés-Graduacdo, em Biofisica Molecular, Raphael Vinicius Rodrigues
Dias, a partir de simula¢cdes computacionais, utilizando-se os programas Chimera e Dock6, entre a
proteina Grb2 e as moléculas. Na figura, o dominio SH2, onde ocorre a interacdo, foi cortado para
uma melhor visualizacdo. A proteina esta representada em surface, onde a Morina em azul, encontra-
se mais “encaixada” no bolso hidrofébico dela, em relagdo a Rutina em verde, corroborando os
resultados, acerca da maior afinidade de pela Morina, por RMN e fluorescéncia em estado
estacionario.
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5- Conclusdes e Trabalhos Futuros

A proteina Grb2 até o ano de 2012, era considerada apenas uma
adaptadora, e foi verificado nesse mesmo ano, que ela atua como uma reguladora
de processos de sinalizacdo celular da FGFR2. O fato dela apresentar uma certa
diversidade de funcdes dentro da célula, interagindo com muitas outras moléculas
dentro da célula, interagindo com pequenas moléculas, que possuem atividade
antitumoral comprovada na faixa de micromolar (que é a mesma faixa de
concentracdo da proteina HSA, que € sabidamente uma proteina transportadora)
[121-122], levantam a hipOtese de que a Grb2 poderia ser também uma proteina
transportadora, levando moléculas anticarcinogénicas que bloqueiam o
desenvolvimento do cancer devido a alguma mutacdo ou sinalizacdo aberrante de
FGFR2. Contudo, como nao existem evidéncias disso, essa hipotese precisa ser
comprovada experimentalmente. Nesse sentido, buscou-se caracterizar a interagcéo
da Grb2 com duas moléculas com tais caracteristicas, Morina e Rutina, com
técnicas espectroscopicas como fluorescéncia em estado estacionario e RMN.

Por fluorescéncia, nota-se para os dois sistemas que o tipo de supressao
mais provavel é do tipo dinamico, com a Ksv sendo da ordem de 10° M para o
complexo Grb2-Morina e da ordem de 10* M para Grb2-Rutina. Nossos estudos
mostram, que Morina suprime com mais eficiéncia a intensidade de fluorescéncia de
Grb2 do que a Rutina. A supressao da Grb2 nao é total na presenca das moléculas,
0 que indica que elas se ligam em um dominio, suprimindo os sinais de
fluorescéncia dos triptofanos dessa regido enquanto os outros ficam livres para
fluorescerem normalmente.

Foram obtidos o numero de sitios de ligacdo de ligante por proteina (n) e
a constante de associacao (Ka). Nos dois sistemas, temos 0 nimero de sitios de 1:1
(ligante/proteina). A constante de associacédo é da ordem de 10° para o complexo
Grb2-Morina e de 10* M para o sistema Grb2-Rutina o que vai de encontro ao valor
da constante de Stern-Volmer. Com o aumento de temperatura a Ka aumenta, o que
da maior estabilidade para essas duas interacdes. A Ka € moderada [104], o que é
extremamente vantajoso para a hipotese levantada no presente trabalho, ja que
interacdes fracas ou muito fortes retirariam o potencial desenvolvimento de farmacos

mais eficazes a partir da interagao de Grb2 com Morina e Rutina.
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Os valores da energia livre de Gibbs nos dois sistemas sdo menores que
zero (AG < 0), indicando uma interacdo espontanea, podendo-se concluir que a
formacdo do complexo Grb2-Morina € mais favoravel termodinamicamente que o
complexo Grb2-Rutina. As contribuicdes energéticas devido a variacdo de entalpia e
a variacdo de entropia sdo maiores que zero (AH > 0 e TAS > 0), esses parametros
indicam que nos dois complexos as interacdes sdo entropicamente dirigidas
caracterizando interacdes predominantemente hidrofébicas.

Com dados obtidos por STD, corroboram-se os dados de fluorescéncia
em estado estacionario em que os flavonoides, de fato, interagem com a proteina
Grb2, fato verificado por duas técnicas diferentes. De posse dessa informacéao,
pode-se determinar os epitopos de interacdo e identificar qual Hidrogénio dessas
moléculas sofre maior transferéncia de saturacdo da Grb2. Para a interacdo Grb2-
Morina, identificou-se que o epitopo de 100% é o Hidrogénio 6, ja para a interacédo
Grb2-Rutina o epitopo de 100% ¢é o Hidrogénio 1”. Isso mostra qual é a regidao em
gue esses hidrogénios dos flavonoides estdo mais orientados a proteina, o que nos
permite entender como eles se ligam a Grb2, a nivel molecular, auxiliando o
Docking, verificando, assim, quais residuos coordenam as interacdes e também
possiveis mudancas conformacionais, que a proteina sofre para acomodar o0s
flavonoides em sua estrutura.

Foi feita a competicdo dessas moléculas para analisar qual delas tem
maior afinidade pela proteina. Corroborando com os dados de fluorescéncia, a
Morina mostra uma maior afinidade pela Grb2 que a Rutina. Além disso, a Morina
interfere mais na interacao entre Grb2 e Rutina, em torno de trés vezes mais, do que
a Rutina interfere a interacdo de Grb2 com Morina.

Através de estudos de Docking Molecular, pode-se reafirmar a natureza
predominantemente hidrofobica de interacdo desses flavonoides com a Grb2 e a
afinidade preferencial da proteina por Morina. Pode-se também verificar a preféncia
de ligacdo dessas moléculas com o dominio SH2 de Grb2.

Como perspectivas de trabalhos futuros pretendemos cristalizar a proteina
Grb2 e dominios com essas moléculas, com intuito de confirmar em qual dominio da
Grb2 ocorre a interacéo e se isso corrobora com dados obtidos previamente através
de Docking Molecular. Pretendemos ainda realizar experimentos de fluorescéncia e
RMN com o propésito de estudar possiveis mudancas conformacionais induzidas

pela interagéo desta proteina/dominio com Morina e Rutina. Por fim, pretendemos
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realizar estudos metaboldmicos via RMN, desses flavonoides em células

cancerigenas e verificar em que vias de sinalizagao celular eles atuam.
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