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RESUMO

As sinalizacdes celulares possuem um constante e preciso controle de sobrevivéncia
e crescimento. Durante o processo de proliferacdo celular, essas sinalizacbes
também estdo sujeitas a falhas que podem gerar perda do crescimento celular
dando inicio a um crescimento descontrolado ocasionando tumores. Uma das vias
gue sofrem essas alteracfes é a via Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK), que
€ mediada por proteinas como a adaptadora Growth factor receptor bound-protein 2
(Grb2). A Grb2 é composta por um dominio SH2 flanqueado por dois dominios SH3,
um N-Terminal e outro C-Terminal. Além da Grb2 atuar como adaptadora, também
regula a via MAPK através de seu equilibrio de estados monémeros/dimeros. Com a
finalidade de entender a dinamica estrutural do dominio SH3 C-Terminal, as
ressonancias do dominio foram observadas através dos deslocamentos quimicos da
cadeia principal. Os parametros de relaxacdo mostraram a presenca de um sitio
superficial em dinamica conformacional lenta em escala de tempo de pus — ms. Sitios
em trocas conformacionais frequentemente estdo envolvidos em reconhecimento
molecular. A analise da supresséo de fluorescéncia mostrou que ocorre interacao
entre o dominio SH3c e a molécula cumarina, possuindo uma interagao
entropicamente dirigida em uma proporcéo 1:1 com constante de associagao K, ~
10°> M™. Trabalhos computacionais feitos em colaboracdo corroboraram com os

resultados da fluorescéncia indicando trés possiveis sitios de interacao.

Palavra-chave: interacao, proteina-ligante, biofisica molecular



ABSTRACT

The cell signaling has a constant and precise control of survival and growth. During
the process of cell proliferation, these signals are also subject to errors that can lead
to loss of cell growth leading to uncontrolled growth and can lead to tumors. One of
the pathways that undergo these changes is the Mitogen Activated Protein Kinases
(MAPK) pathway, which is mediated by proteins such as the Adapter Growth factor
receptor bound-protein 2 (Grb2). Grb2 is composed of a SH2 domain flanked by two
SH3 domains, one N-Terminal and another C-Terminal. In addition to Grb2, it also
regulates the MAPK pathway through its monomer/dimer state balance. In order to
understand the structural dynamics of the SH3 C-Terminal domain, domain
resonances were observed through the chemical shifts of the main chain. The
relaxation parameters showed the presence of a superficial site in slow
conformational dynamics in time scale of ys - ms. Sites in conformational exchanges
are often involved in molecular recognition. Analysis of fluorescence quenting
showed that interaction occurs between the SH3c domain and the coumarin
molecule, having an 1: 1 entropically directed interaction with Kb ~ 10> M*
association constant. Collaborative computer works corroborated the results of

fluorescence indicating three possible sites of interaction.

Keyword: interaction, protein-ligand, molecular biophysics
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Conceito de estrutura de uma proteina tirosina quinase. No meio
extracelular se encontra o Receptor de fator de crescimento, a
regido transmembrana e no citosol se encontra a justamembrana,
o dominio tirosina quinase e o motivo P-x-x-P.

Modelo estrutural 3D da proteina Grb2 em sua forma dimérica. O
dominio SH2 se encontra em verde, o dominio SH3 N-Terminal
em azul e o dominio SH3 C-Terminal em vermelho. A figura foi
obtida utilizando o programa Chimera, com o codigo 1GRI.pdb da
proteina Grb2 em dimero.

Mecanismo de regulacdo da FGFR2 através da Grb2. (A) A
proteina FGFR2 (marrom) com o dominio quinase na regido
citoplasmatica (elipse marrom) e Grb2 dimérica ligada através do
dominio SH3, onde um heterotetrdmero na propor¢ao 2:2 é obtido.
(B) Fator de crescimento (azul escuro) interage na porcéo
extracelular da FGFR2, induzindo mudancas conformacionais
fazendo com que o dominio quinase da FGFR2 fosforile (verde-
agua) o dominio SH3 da Grb2. (C) Uma vez mais fosforilada, a
Grb2 se desvincula da FGFR2.

Esquema da ativacéo da via de sinalizacdo MAPK. Apos a FGFR2
fosforilar a Grb2, a Grb2 se dissocia da FGFR2 e interage com a
Sos, que é responsavel pela troca de GDP por GTP na proteina
Ras. A Ras-GTP entdo interage com a proteina Raf dando inicio a
via de sinalizacdo MAPK.

Estrutura do dominio SH3c. A) Topologia da estrutura secundaria
do dominio SH3c da proteina Grb2. B) Modelo estrutural 3D do
dominio SH3c. A figura (A) foi de autoria propria e a figura (B) foi
obtida utilizando o programa Chimera, com o codigo 2VVK.pdb do
dominio SH3c da proteina Grb2.

Bases estruturais de uma ligacdo de um dominio SH3 a um

peptideo de classe | e Il. A hélice do PPII é representada com os
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Figura 07:

Figura 08:

Figura 09:

residuos (circulo) ligados por ligagbes de amida (linhas). As
unidades de ®P do dipeptideo séo representadas pelas linhas em
negrito, os residuos do dominio SH3 encontrados no sitio de
interacdo sao representados em retangulos. A) Dominio SH3 da
proteina beta-PIX complexado com um peptideo derivado da AlP-
4 (PDBid: 2P4R.pdb). O peptideo contém o motivo de classe |
(RIK)X®PPx®P. B) Dominio SH3 da proteina p40(phox)
complexado com um peptideo derivado da p47(phox) (PDBid:
1W70.pdb). O peptideo conttm o motivo de classe Il
OPxPPx(R/K).

Aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia; A) Estado de equilibrio
do vetor magnetizacdo que € paralelo ao campo magnético
externo no eixo z; B) Quando o pulso de radiofrequéncia é
aplicado, o vetor magnetizacdo sai do seu estado de equilibrio e
vai para o plano xy; C) Quando o pulso é interrompido, ele retorna
ao seu estado de equilibrio fazendo um movimento de precesséo;
D) Essa precessao induz a formacgdo de correntes elétricas sendo
detectadas pelo FID e E) Nesse FID é aplicado uma Transformada
de Fourier “traduzindo” para frequéncia e obtendo um gréfico
tipico de RMN.

SDS-PAGE 15% corado com Azul de Comassie® Brilhante R-250
referente a expressdo do dominio Grb2-CSH3 fusionado com a
tag GST em E.coli BL21 (DE3). O indice A.l corresponde a cultura
de bactérias antes da inducao e o indice D.l corresponde a cultura
de bactérias depois da inducdo. O dominio Grb2-CSH3 fusionado
a GST apresenta massa molecular de 34;360 kDa. (M — marcador
de massa molecular). (Proteinas do marcador molecular:
Fosforilase B — 97 kDa; Albumina — 66 kDa; Ovoalbumina — 45
kDa; Anidrase cabénica — 30 kDa; Inibidor de tripsina — 20.1 kDa,;
Lactoalbumina — 14.4 kDa).

Purificagdo do dominio Grb2-CSH3. A) SDS-PAGE 15% corado
com Azul de Comassie® Brilhante R-250 referente a purificacdo

por afinidade. FLOW through — Solucao originaria da expresséo do
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Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

dominio; E1 — Primeira eluicdo; MM — Marcador Molecular; E2 —
Segunda eluicdo; E3 — Terceira eluicdo. B) SDS-PAGE 15%
corado com Azul de Comassie® Brilhante R-250 referente a
purificacdo por afinidade a Glutationa do dominio. MM — Marcador
Molecular; FLOW through — Solucao originaria da expresséo do
dominio; E1 — Primeira eluicdo; ET — Eluicdo com trombina; E4 —
Quarta eluicdo; E5 — Quinta eluicdo. C) SDS-PAGE 20% corado
com Azul de Comassie® Brilhante R-250 referente a purificacdo
por exclusdo molecular com eluicdo em tampéao 25 mM de Fosfato
de Saédio pH 7,5 com 140 mM NaCl. D) Cromatograma referente a
purificacdo por exclusdo molecular em AKTApurifier® coluna
Superdex® 75 10/300 GL.

Espectro de emissdo de fluorescéncia do dominio SH3c na
presenca de Cumarina a 298 K. Com a titulagdo de cumarina (0
MM a 8 upM) a intensidade de fluorescéncia foi diminuindo
sugerindo interacao entre o dominio SH3c e a Cumarina.

Gréfico de Stern-Volmer: Supressao de Fluorescéncia do dominio
Grb2-CSH3 nas temperaturas de 288 K (vermelho), 298 K (preto)
e 308 K (azul). Este grafico indica uma supressao dinamica, onde
Ksy aumenta com a temperatura devido ao aumento no numero de
colisbes da cumarina com os fluoréforos.

Grafico de Duplo-Log: Dados obtidos da supressdo de
fluorescéncia do dominio Grb2-CSH3 na presenca de cumarina
nas temperaturas de 288 K (vermelho), 298 K (preto) e 308 K
(azul). Com base neste gréafico € possivel determinar o nimero de
sitios de ligacdo (n) e a constante de associacdo K, das
interacodes.

Grafico de van’t Hoff: Analise termodinamica do complexo Grb2-
CSH3/Cumarina nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K. O
grafico de van’t Hoff relaciona a constante de associacédo com a
temperatura. Com este grafico € possivel calcular os parametros
termodindmicos AH e AS, fundamentais para caracterizar que tipo
de interacao esta ocorrendo no complexo. Conhecendo AH e AS
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Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

da interacdo é possivel também determinar a energia livre de
Gibbs (AG).

Perfil termodindmico do complexo SH3c/Cumarina nas
temperaturas 288 K, 298 K e 308 K. Em vermelho é representado
a variagdo da energia livre de Gibbs (AG), em verde é
representado a variagdo da entalpia (AH) e em azul é
representado a variacdo da entropia (TAS).

Parametros de relaxacdo do vetor *H-"°N da cadeia principal do
dominio SH3c. As taxas de relaxacdo R; e R, juntamente com o
hNOE < 0,65 mostram que a regido entre a 1 e B2 apresentam
maior flexibilidade. As linhas continuas do grafico de R; e R»
referem-se a média das mensuracbes e as linhas tracejadas
referem-se ao desvio padrdao de cada parametro calculado. Os
retdngulos amarelos representam as estruturas secundéarias do
dominio, sendo os numeros de folha-f contados a partir da
estrutura secundaria da Grb2 completa.

Parametros de relaxacdo do vetor *H-">N da cadeia principal do
dominio SH3c. As taxas de relaxacdo R; e R, juntamente com o
hNOE < 0,65 mostram que a regido entre a 1 e B2 apresentam
maior flexibilidade. A linha continua do grafico de R;\R; refere-se a
média das mensuracbes e as linhas tracejadas referem-se ao
desvio padrao de cada parametro calculado. A linha em 1 Hz no
grafico de kex indica que os residuos acima de 1 Hz estdo em
troca conformacional. Os retdngulos amarelos representam as
estruturas secundarias do dominio, sendo os numeros de folha-f3
contados a partir da estrutura secundaria da Grb2 completa.
Residuos em troca conformacional lenta (coloridos em verde)
indicados na estrutura do dominio SH3c (coloridos em azul).
Docking Molecular entre o dominio SH3c e a Cumarina. Estes
resultados foram obtidos a partir de simulacbes computacionais e
utilizando os programas Chimera, Maestro e Dock6, entre o
dominio SH3c e a Cumarina. Os clusters C1, C2 e C3 mostram

trés possiveis regibes de menor energia onde pode estar

64

65

66

68

69



ocorrendo a interacdo. Em azul esta representado as folhas-f3, em
cinza representado as alcas e em rosa representado a hélice 319

do dominio SH3c, em verde se encontra a molécula de cumarina. 70
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1. INTRODUCAO

1.1.  SINALIZACAO CELULAR

A sinalizacdo celular € um meio que as células tém para se comunicar.
Proteinas receptoras sao responsaveis por receber informacdes e propaga-las ao
meio e podem se encontrar na membrana celular, soliveis no meio citoplasmatico
ou na membrana nuclear. Uma vez que ocorra a interacdo com moléculas
sinalizadoras, denominadas ligantes, sua forma ou atividade podem ser alteradas,
acionando uma resposta dentro da célula. As proteinas receptoras na membrana
citoplasmatica sdo encarregadas de receber o sinal do ligante que esta no meio
extracelular e envia-lo para o meio intracelular, propagando para outras proteinas
sinalizadoras e desencadeando uma via de sinalizacdo [01].

As proteinas receptoras que estdo na membrana celular podem ser divididas
em relacdo ao seu mecanismo de transducdo de sinal. Algumas proteinas
receptoras estdo associadas a canais ibnicos, a proteina G ou a enzimas [02, 03].
As que estdo associadas as enzimas geralmente sdo quinases, com uma
conformacao de a-hélice transmembrana, composta por um sitio de interacdo com o
ligante na regido extracelular e um sitio catalitico na regido intracelular. Um exemplo
€ a proteina receptora de fatores de crescimento tirosina quinase (Fibroblast growth
factor receptor 2 — FGFR2) ilustrada na Figura 01 [02, 04]. Na regido C-Terminal da
FGFR2, nos ultimos dez residuos encontra-se o motivo P-x-x-P (sendo P o residuo
de amino&cido prolina e x qualquer residuo de aminoacido), sendo este motivo

importante no reconhecimento de proteinas parceiras [05].

[20 L




Figura 01: Conceito de estrutura de uma proteina tirosina quinase. No meio
extracelular se encontra o Receptor de fator de crescimento, a regiao
transmembrana e no citosol se encontra a justamembrana, o dominio tirosina
quinase e o0 motivo P-x-x-P.

Meio Receptor de

extracelular fator de
crescimento

TnnTae A T TATAmANAY
JUULLLLLL LU JAUAULLILL

Citosol <€— Justamembrana
Dominio
<—— Tirosina
Quinase
Motivo 3
PxxP
C-Terminal

Fonte: Farmacologia, Rang e Dale, 2012 — Adaptado.

As proteinas quinases que catalisam a fosforilagdo de residuos de
aminoacidos de tirosinas sdo denominadas tirosinas-quinases [06, 07, 08]. Nos
seres-humanos existem 58 tipos de receptores tirosina-quinases (RTKS)
classificados em 20 subfamilias [09, 10]. As proteinas RTKs interagem com fatores
de crescimento e outros ligantes no meio proporcionando respostas especificas.

Fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) induzem a sinalizacao celular
por meio dos receptores de fatores de crescimento de fibroblastos (FGFR1-4) [12].
Uma vez que hé interacdo dos FGFs, na porcdo extracelular das FGFRs ocorre
autofosforilacdo da porcdo citosélica da proteina tirosina-quinase [05]. Esta
autofosforilagdo faz com que sua atividade aumente e entéo tirosinas fosforiladas e
sequéncias vizinhas criam sitios de ancoragem para outras proteinas, como as
adaptadoras [08, 10]. As proteinas adaptadoras sdo responsaveis por construir
associacOes em interacdOes proteina-proteina devido ao reconhecimento de residuos
de aminoacidos especificos, recrutando diferentes enzimas para a propagacao da

sinalizacdo celular [01]. Estas proteinas adaptadoras sdo formadas por dominios
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que permitem interacdo do tipo proteina-proteina, sendo os dominios SH2 (Src
homology 2) e SH3 (Src homology 3) [09].

1.2. A PROTEINA ADAPTADORA GRB2 E A VIA DE SINALIZACAO
MAPK

As proteinas adaptadoras possuem dominios que realizam o
reconhecimento de sequéncias especificas, permitindo que haja interacéo proteina-
proteina e contribuindo para a propagacao da sinalizacao celular [15].

A growth factor receptor bound-protein 2 (Grb2) € uma proteina adaptadora
citosolica ubiquamente expressa em eucariontes, atuando em vias de sinalizacéo de
proteinas quinases [16]. A Grb2 em seu estado monomérico possui massa
molecular de 25 kDa com 217 residuos de aminoacidos onde cinco destes séo
triptofanos. Ela € composta por um dominio SH2 (Src homology 2) flanqueado por
dois dominios SH3 (Src homology 3) sendo um N-Terminal e outro C-Terminal
(Figura 02) [17, 18].

Figura 02: Modelo estrutural 3D da proteina Grb2 em sua forma dimérica. O dominio
SH2 se encontra em verde, o dominio SH3 N-Terminal em azul e o dominio SH3 C-
Terminal em vermelho. A figura foi obtida utilizando o programa Chimera, com o

codigo 1GRI.pdb da proteina Grb2 em dimero.
SH3n
7 /

SH3n /,

Fonte: Protein Data Bank (PDB). PDBid: 1GRI
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Os dominios SH3 possuem em média 60 residuos de aminoacidos e
interagem com sequéncias de nove ou dez residuos ricos em prolina (Pro ou P),
possuindo um motivo P-x-x-P, sendo que x pode ser qualquer outro residuo de
aminoécido. A estrutura conformacional dos dominios SH3 possui um enovelamento
composto por cinco folhas-3 antiparalelas [02].

Os dominios SH2 possuem aproximadamente 100 residuos de aminoacidos
e sdo responsaveis pelo reconhecimento de tirosinas fosforiladas [20, 21]. Esta
classe de dominio possui uma forma hemisférica organizado em cinco folhas-f
antiparalelas se encontrando entre duas a-hélices paralelas [21].

Ahmed e colaboradores verificaram que a FGFR2 pode recrutar a
adaptadora Grb2 mesmo na auséncia de estimulos por fatores de crescimento. Uma
vez que a FGFR2 é capaz de se autofosforilar na auséncia desses, tem-se “um nivel
de fosforilagcdo basal” (Figura 03) [22]. Este nivel de fosforilagcdo basal ndo ativa a
via de sinalizacdo, sendo um estado fosforilado e nédo sinalizador. Neste estado, a
Grb2 em sua conformacéo dimérica € recrutada e interage via dominio SH3c na
regido C-Terminal da FGFR2, formando entdo com complexo tetramérico basal
FGFR2-Grb2 (Figura 03a). Quando ocorre a interacao de fatores de crescimento na
porcao extracelular da FGFR2 (Figura 03b), ela fosforila a Grb2, fazendo com que a
Grb2 se desvincule, ficando livre para interagir com outras proteinas e ativar
indiretamente a via de sinalizagdo MAPK (Figura 03c) [14, 23]. Entendemos entao
que a Grb2 vai além de uma simples adaptadora, mas sim uma reguladora da
atividade quinase de FGFR2.
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Figura 03: Mecanismo de regulacdo da FGFR2 através da Grb2. (A) A proteina
FGFR2 (marrom) com o dominio quinase na regido citoplasmética (elipse marrom) e
Grb2 dimérica ligada através do dominio SH3, onde um heterotetramero na
proporcao 2:2 é obtido. (B) Fator de crescimento (azul escuro) interage na porgao
extracelular da FGFR2, induzindo mudancgas conformacionais fazendo com que o
dominio quinase da FGFR2 fosforile (verde-agua) o dominio SH3 da Grb2. (C) Uma
vez mais fosforilada, a Grb2 se desvincula da FGFR2.

FATOR DE

A) B) .— crescimento  ©)

Fonte: Chi-Chuan Lin et al; 2012 — adaptado.

Em busca de uma melhor compreensdo da funcdo da Grb2 na ativagéo
indireta da via da sinalizacdo da mitogen activated protein kinases (MAPK), a Figura
04 representa as sequéncias de acontecimentos até que dé inicio a MAPK. Para
isto, a FGFR2 em sua forma dimérica na membrana leva a proximidade dos
dominios quinases na regido intracelular, permitindo que estes dominios se
transfosforilem. Esta transfosforilagcdo faz com que haja um aumento na atividade
quinase intrinseca da FGFR2, ocasionando eventos secundérios de fosforilacdo de
tirosinas na regido citosolica da FGFR2. As tirosinas fosforiladas e as regifes ao seu
redor proporcionam sitios de interacao para proteinas parceiras. A Grb2 através do
seu dominio SH3c reconhece o motivo P-x-x-P na regido C-Terminal da FGFR2,
permitindo a interagcdo Grb2-FGFR2 [05, 22]. Através do dominio SH2, a Grb2
recruta a proteina Sos que é responsavel pela troca de GDP por GTP. Apés a
associacdo da Grb2 com a Sos, a Sos é reposicionada para a membrana celular
onde esta localizada a proteina Ras-GDP [24]. A proteina Sos ativa a Ras-GDP
tornando-a em Ras-GTP, que posteriormente recruta a proteina Raf. A Ras-GTP
fornece um grupo fosfato para a Raf, tornando-a ativa e pronta para fosforilar e dar

inicio a via de sinalizacdo MAPK. Quando a via MAPK (Figura 04) esta ativa e ndo
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regulada, leva a proliferacdo celular descontrolada, ocasionando alguns tipos de
canceres como o de mama, prostata e ma formacéo fetal [22, 25].

Figura 04: Esquema da ativacdo da via de sinalizacdo MAPK. Ap6s a FGFR2
fosforilar a Grb2, a Grb2 se dissocia da FGFR2 e interage com a Sos, que é
responsavel pela troca de GDP por GTP na proteina Ras. A Ras-GTP entao interage
com a proteina Raf dando inicio a via de sinalizacdo MAPK.

FATOR DE

«— CRESCIMENTO

MEIO
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Proliferacao,
diferenciacao,
apoptose

Fonte: Sanches, K; 2019 — Adaptado.

1.3. O DOMINIO SH3C

Inicialmente, os dominios SH3 foram descritos como um fragmento
polipeptidico conservado de uma proteina tirosina quinase da familia Src e de uma
sequéncia da proteina adaptadora Crk. Posteriormente, estes dominios foram
identificados em muitas outras proteinas de sinalizacao. Atualmente sabe-se que o
genoma humano codifica aproximadamente 300 destes dominios [26]. Os dominios
SH3 estdo envolvidos em importantes processos celulares, incluindo sinalizagéao
celular, rearranjos e movimentos celulares do citoesqueleto, crescimento e
diferenciacéo celular [26]. A grande maioria destes dominios caracterizados até hoje

interagem com sequéncias ricas em prolina contendo um motivo P-x-x-P, em que x
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denota qualquer aminoacido. Mesmo assim, a investigacdo para compreender como
ocorre o controle deste mecanismo € vasta [27, 28, 29].

A estrutura do dominio SH3c da proteina Grb2 compreende em um barril-
formado por cinco folhas-B sendo trés paralelas e duas antiparalelas. As folhas-3
séo ligadas por uma alca RT, uma alca n-Src, uma alca distal e uma hélice 3o curta
(Figura 05) [30]. O dominio SH3c é formado por 58 residuos de aminoacidos onde

dois destes séao triptofanos e possui uma massa molecular de 8,36 kDa.

Figura 05: Estrutura do dominio SH3c. A) Topologia da estrutura secundaria do
dominio SH3c da proteina Grb2. B) Modelo estrutural 3D do dominio SH3c. A figura
(A) foi de autoria propria e a figura (B) foi obtida utilizando o programa Chimera, com
o cadigo 2VVK.pdb do dominio SH3c da proteina Grb2.

A) Hélice 3, B)

Alga n-Src ‘ Y\ Alga RT
\
g5 B4 B3 B2 B1 -// B4
- R NG
N
% Alga n-Src

BS %,

Alca Distal Alga RT Hé|‘i‘ce 3

10

Fonte: A) J Mol Biol, Willians e Weijland, 1997 — Adaptado; B) Protein Data Bank (PDB). PDBid:
2VVK.

Estudos de interacdo de peptideos relacionados ao dominio SH3 mostram
gue sua superficie € formada por dois sitios hidrofébicos, revestidos principalmente
por residuos aroméaticos que acomodam o ligante alvo dobrado em uma hélice de
poliprolina do tipo Il (PPIl) e um sitio formado pelas alcas RT e n-Src [31, 32].
Residuos carregados positivamente, tais como arginina e lisina, localizados na alga
RT desempenham um papel importante na interacdo de ligantes ao dominio SH3.
Esses aléem de fornecer energia de ligacdo adicional através de interacdes
eletrostaticas, também orientam o ligante em relagéo ao sitio de ligagdo do dominio
SH3 [33]. Nos ultimos anos, diversas abordagens experimentais foram realizadas
para caracterizar a especificidade do reconhecimento de diferentes membros da

familia do dominio SH3 [30]. Foi verificado que os dominios SH3 fazem o
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reconhecimento com os motivos (R/K)XOPx®P ou OPxPPx(R/K) onde ® & um
residuo hidrofébico e x é qualquer aminoacido, esses motivos foram denominados
como motivos classe | e classe Il (Figura 06). A estrutura tridimensional dos
dominios SH3 complexados com ligante da classe | ou da classe Il se liga em

orientacdes opostas [34].

Figura 06: Bases estruturais de uma ligagdo de um dominio SH3 a um peptideo de
classe | e Il. A hélice do PPII é representada com os residuos (circulo) ligados por
ligagcbes de amida (linhas). As unidades de ®P do dipeptideo s&o representadas
pelas linhas em negrito, os residuos do dominio SH3 encontrados no sitio de
interacdo sdo representados em retangulos. A) Dominio SH3 da proteina beta-PI1X
complexado com um peptideo derivado da AlP-4 (PDBid: 2P4R.pdb). O peptideo
contém o motivo de classe | (R/K)x®Px®P. B) Dominio SH3 da proteina p40(phox)
complexado com um peptideo derivado da p47(phox) (PDBid: 1W70.pdb). O
peptideo contém o motivo de classe Il ®PxPPx(R/K).

A) Classe | ; % B) Classell / - -

Fonte: Frontiers in Bioscience, Kaneko e Li, 2008 — Adaptado.

Outro estudo importante foi realizado por Zamal e colaboradores (2015)
relata sobre a atuagdo da Grb2 em seus estados dimérico e monomeérico. Neste

trabalho foi verificado que em células cancerigenas existe uma alta concentracao de
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Grb2 em sua forma monomérica, mostrando que o equilibrio que o equilibrio
mondmero-dimero € o ponto chave para a regulacdo da via MAPK. A Grb2
monomerica esta ativa para a via, enquanto que dimérica tende a inativa-la. O
dominio SH2 exerce um papel fundamental, pois a Grb2 dimérica pode ser
perturbada quando pequenas moléculas interagem em seu sitio de reconhecimento
de fosfotirosinas e a tirosina 160 localizada no dominio SH3 C-Terminal é fosforilada
[35].

Sabendo a importancia em entender os mecanismos de reconhecimento
bem como o papel estrutural das proteinas no que diz respeito a interacdes com
parceiras, neste trabalho buscou-se verificar o papel estrutural do dominio SH3c
bem como sua interacdo com uma pequena molécula da classe das cumarinas. A

cumarina sera brevemente introduzida na secdo seguinte.

1.4. CUMARINA

A busca por tratamentos ou farmacos que possuam efeitos adversos
menores ou inexistentes no tratamento do cancer vem aumentando. As cumarinas
sdo moléculas com importantes propriedades farmacol6gicas como bactericida, anti-
inflamatorio, anticoagulante e atividade anticancerigena [38], onde consistem em
uma grande classe de metabdlicos secundéarios derivados do metabolismo da
fenilalanina [55]. Foram isoladas pela primeira vez em 1820 por Vogel, membro da
Royal Academy of Science em Munique. Vogel associou o cheiro doce das
sementes de cumaru com o cheiro das flores de trevo (Melilotus officinalis), ele
isolou nas duas espécies a cumarina em forma de cristais brancos idénticos [56].

As cumarinas sdo uma série de compostos que possuem em comum um
anel benzeno ligadas a um anel a-pirona [38]. Sdo amplamente distribuidas em
frutos, sementes, raizes e folhas de plantas, principalmente em cenouras, morango,
aipo, guaco, emburana, agrido, cereja, framboesa, damasco, canela e pimenta-da-
india. Possui um odor forte e caracteristico de baunilha [57].

Elas sdo classificadas em seis tipos com base na estrutura quimica dos
compostos: cumarinas simples, furanocumarinas, di-hidrofuranocumarinas,
piranocumarinas, fenilcumarinas e bicumarinas (Tabela 01). As propriedades fisico-
quimicas e as aplicacfes terapéuticas das cumarinas dependem do padrédo de sua

estrutura quimica.
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Tabela 01: Diferentes tipos de cumarinas com suas estruturas quimicas gerais.

Tipo de Cumarina Estrutura Quimica Geral Exemplos
X Cumarina
Cumarinas Simples -
0 >0 Esculetina
/ -
Furanocumarinas Methoxsalen
O 0 0
X
Di-hidrofuranocumarinas Anthogenol
0 0 0
Z N
Piranocumarinas H;C Agasyllin
wd O 0~ 0
3

Fenilcumarinas Isodispar B
9%
O

(o]
. ) = 7 .
Bicumarinas Dicoumarol
)]

0 00
Fonte: Medical Chemistry, Srikrishria e Godugu, 2016 — Adaptado.

(

A cumarina (1,2-benzopirona) é um cristal branco em temperatura ambiente,
ponto de fusdo de 70°C, massa molecular de 146,15 g/mol, ponto de ebulicdo de
299°C, densidade aparente de 0,7 g/ml sendo soluveis em etanol e cloroférmio e
pouco soluvel em agua.

Estudos com as cumarinas vém crescendo devido seu amplo potencial em
atividades bioldgicas. Campos-Toimil et al (2002) avaliaram a atividade vaso
relaxante das cumarinas em ratos, os resultados encontrados mostraram potencial
acdo vasodilatadora indicando serem promissores agentes anti-hipertensivos.
Kabeya et al (2000) realizaram estudos com a cumarina (1,2-benzopirona) sobre o
metabolismo oxidativo de neutrofilos de coelhos. Eles observaram que a cumarina

apresentou efeitos inibitorios na producao de radicais superoxido.
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A atividade antiviral das cumarinas € relatada em diversos estudos em
diferentes mecanismos. Bourinbaiar (2002) demonstrou que a cumarina possui um
alto potencial na inibicdo da replicacao do virus do HIV.

Foi constatada sua atividade anticancerigena em células tumorais, onde
ratos tiveram o cancer de préstata regredido quando tratados com a cumarina,
outros estudos também foram realizados envolvendo cancer de mama, cancer de
colo entre outros em que a cumarina possui efeitos inibitorios [39]. Com isso
sabemos o potencial da molécula cumarina, tornando entéo seu estudo fundamental

em areas multidisciplinares.
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6. CONCLUSOES

A caracterizacdo de interacdes do tipo proteinas-ligantes € importante na
compreensdao de mecanismo de acdo que propicia conhecimentos para o
desenvolvimento de novos farmacos. Estes resultados possibilitam entender a nivel
molecular o microambiente que a molécula interage bem como esta interacdo pode
afetar fisica e estruturalmente a proteina. Além da importancia a respeito da
interacdo proteina-ligante, €& fundamental o entendimento da dinamica
conformacional que a proteina apresenta, uma vez que esta dindmica esta
intrinsicamente relacionada a funcdes especificas que a proteina desempenha
dentro da célula.

Os parametros de relaxacao do dominio SH3c mostraram que os residuos
que se encontram na alca RT e na hélice 3,0 possuem dindmica térmica em escala
de tempo de ps — ns, e os residuos D153, K155, G158, V170 e M171 estdo em troca
conformacional lenta da ordem de ps — ns. Estes residuos formam um sitio
superficial e troca conformacional e em dinamica.

Experimentos de fluorescéncia mostraram que ocorre uma interacao
entropicamente dirigida entre o dominio SH3c e a cumarina, enquanto que efeitos
hidrofébicos favorecem a estabilizacdo do complexo. Esta interacdo € moderada
com K, ~ 10° M?' e ocorre com a proporcdo 1:1 enquanto que simulacées
computacionais indicaram trés possiveis sitios de interacdo, sendo assim, estudos
futuros serdo necessarios para estabelecer em qual sitio ocorre a interacéo.

A partir do levantamento bibliografico que caracteriza as vias envolvendo a
Grb2 juntamente com seu dominio SH3c, a cascata de sinalizagdo MAPK e o ligante
cumarina assim como os resultados aqui apresentados pode-se verificar que a
proteina Grb2 € um alvo promissor e a cumarina uma molécula potencial para o
desenvolvimento de farmacos. A dindmica do dominio SH3c em diferentes escalas
de tempo [e importante para o entendimento a respeito da funcao-estrutura desses

importantes alvos proteicos.
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6.1.

PERSPECTIVAS

Obter parametros de relaxacéo da interacdo do dominio SH3c e cumarina a
fim de elucidar selecao conformacional,

Realizar espectroscopia de fluorescéncia da interagdo entre o dominio SH3c
e cumarina com o dominio SH3c fosforilado;

Obter parametros de relaxacdo do dominio SH3c fosforilado;

Obter parametros de relaxacdo da interacdo do dominio SH3c fosforilado e

cumarina a fim de elucidar selegao conformacional;
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