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RESUMO

O cancer € uma das principais causas de mortalidade global, representando um
desafio significativo para a saude publica e a expectativa de vida. As células
cancerigenas exibem caracteristicas biologicas distintas, incluindo a sinalizacéo
proliferativa e a instabilidade gendémica. Além disso, o desequilibrio do pH celular
favorece a proliferacdo e a resisténcia dessas células, facilitando também a sua
migracao. Proteinas adaptadoras como a Grb2 desempenham um papel importante
em vias de sinalizacdo associadas ao cancer, como a via MAPK. Além de mediar a
transmissao de sinais a partir de receptores de fatores de crescimento, a Grb2 também
esta envolvida na regulacdo de miRNA, na via de reparo de DNA e na regulacéo da
via MAPK por meio do equilibrio monémero-dimero com a proteina tirosina quinase
FGFR2. Considerando a extensa participacdo da Grb2 nos processos bioldgicos de
uma célula, ela se torna um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias
anticarcinogénicas, através de pesquisas com moléculas naturais e até mesmo com
estruturas secundérias de DNA. Com isso, parte deste estudo concentrou-se na
analise da interacdo do dominio Grb2-SH2 com moléculas antitumorais, como a
cumarina e a morina, em pH 7,0 e 8,0, representativo do pH intracelular de células
saudaveis e cancerigenas, respectivamente. Os resultados da interacao, investigados
por espectroscopia de fluorescéncia, indicaram uma interacao favoravel e hidrofébica
(AG < 0; AH e AS > 0), sendo mais favorecida a interacdo em pH 8,0. Além disso,
analises de CD revelaram modificacdes na estrutura secundaria do dominio Grb2-SH2
com o0 aumento da concentracdo dos ligantes. Adicionalmente, investigamos a
interacdo da proteina Grb2Y16%F com um tipo de estrutura secundaria de DNA, o G-
guadruplex, também por meio da espectroscopia de fluorescéncia. Os resultados
demonstram que a variacdo de entalpia e a variacdo de entropia sdo menores que
zero (AH < 0 e TAS < 0), caracterizam que a interagao € exotérmica, entropicamente
favorecida e espontanea, sendo caracteristicas tipicas de ligacdes fracas e interacdes
nao covalentes, como as forgcas de van der Waals. Espera-se que este trabalho
contribua para base das pesquisas acerca do mecanismo de interagcdo entre
diferentes moléculas e proteinas, além de aprimorar novas abordagens terapéuticas

e tratamentos mais eficazes no combate ao cancer.

Palavras—chave: Cumarina, DNA G-quadruplex, dominio Grb2-SH2, Grb2, morina.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of global mortality, representing a significant
challenge to public health and life expectancy. Cancer cells exhibit distinct biological
characteristics, including proliferative signaling and genomic instability. Moreover, the
imbalance in cellular pH favors the proliferation, resistance, and migration of these
cells. Adaptor proteins such as Grb2 play a crucial role in cancer-associated signaling
pathways like the MAPK pathway. Apart from mediating signal transmission from
growth factor receptors, Grb2 is also involved in regulating miRNA, DNA repair
pathways, and the MAPK pathway by maintaining a monomer-dimer equilibrium with
the FGFR2 tyrosine kinase protein. Given Grb2's extensive involvement in a cell's
biological processes, it emerges as a promising target for developing anti-cancer
therapies through research involving natural molecules and even secondary DNA
structures. As such, a portion of this study focused on analyzing the interaction of the
Grb2-SH2 domain with anti-tumor molecules, such as coumarin and morin, at pH 7.0
and 8.0, representative of the intracellular pH of healthy and cancerous cells,
respectively. Results of the interaction, examined via fluorescence spectroscopy,
indicated a favorable and hydrophobic interaction (AG < 0; AH and AS > 0), with the
interaction being more favorable at pH 8.0. Additionally, circular dichroism (CD)
analyses revealed alterations in the secondary structure of the Grb2-SH2 domain with
increasing ligand concentrations. Furthermore, we investigated the interaction of the
Grb2Y16%F protein with a type of secondary DNA structure, the G-quadruplex, also
through fluorescence spectroscopy. The results showed that both enthalpy and
entropy variations were less than zero (AH < 0 and TAS < 0), indicating an exothermic,
entropically favored, and spontaneous interaction, typical characteristics of weak
bonds and non-covalent interactions like van der Waals forces.lIt is anticipated that this
work will contribute to the foundational understanding of interactions between different
molecules and proteins, enhancing new therapeutic approaches and more effective

treatments in the fight against cancer.

Keywords: Coumarin, G-quadruplex DNA, Grb2-SH2 domain, Grb2, morin.
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1 INTRODUCAO

1.1 Incidéncia do cancer

O cancer representa um importante desafio na saude publica global, sendo uma
das principais causas de morte e um obstaculo significativo para o aumento da
expectativa de vida. O aumento da incidéncia e da mortalidade associada a doenca
resulta das mudancas demograficas e epidemioldgicas pelas quais estamos
vivenciando [1]. Do ponto de vista demografico, observa-se uma reducéo nas taxas
de fertilidade e mortalidade infantil, 0 que tem consequentemente elevado a proporcéo
de idosos na populacdo. Por outro lado, a transicdo epidemiolégica substitui as
doencas infecciosas por doencas crénicas como principais causas de morte. O
envelhecimento populacional, as mudancas no estilo de vida e no ambiente, incluindo
fatores como mobilidade, dieta e exposicdo a poluentes ambientais, favorecem o

aumento da incidéncia e da mortalidade pela doenga [2,3].

No Brasil, o cancer de préstata é o tipo mais comum entre os homens, enquanto
o cancer de mama € o mais prevalente entre as mulheres. Ambos estao classificados
entre os 10 tipos de cancer com maior incidéncia na populacéo brasileira, conforme a
Figura 1.1. De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Cancer (INCA), para
o triénio de 2023 a 2025, € esperado que ocorram cerca de 704 mil novos casos da

doenca [3].

Figura 1.1: Estatistica dos casos de cancer no Brasil para o triénio de 2023 a 2025 de acordo
com o Instituto Nacional de Cancer. Verifica-se que os canceres com maior niimero de casos é o de
préstata entre os homens e o de mama entre as mulheres, atingindo 30,0 % e 30,1% respectivamente.

Localizacao F Casos Localizacao Primaria

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73.610 30,1%

Colon e reto 21.970 9,2% Colon e reto 23.660 9,7%

Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do ttero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e pulmao ~ 14.540 6,0%

Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5,8%

Esdfago 8.200 3.4% Estdmago 8.140 3,3%

Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Utero 7.840 3,2%

Laringe 6.570 2,7% QOvario 7.310 3,0%

Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Pancreas 5.690 2,3%
Figado 6.390 2,7% Linfoma ndo Hodgkin 5.620 2,3%

Fonte: Instituto Nacional de Cancer (INCA).

O termo “cancer” € comumente utilizado para descrever um grupo de doengas

que apresentam a proliferacdo celular excessiva e descontrolada, que tendem a



invadir tecidos e oOrgaos vizinhos [4]. Nesse processo, as células tumorais podem
apresentar um ndcleo aumentado e irregular, nucléolos proeminentes, citoplasma
escasso e intensamente corado ou excessivamente palido, que sdo caracteristicas
indicativas do estdgio da doenca [5]. Além da morfologia, as células cancerigenas
podem apresentar caracteristicas biologicas distintas que impulsionam o seu
desenvolvimento. Isso inclui sinalizacdo proliferativa sustentada, resisténcia a
supressores de crescimento, indugéo da angiogénese, instabilidade gendmica e entre
outros, que contribuem para a evolugcédo e progressédo do cancer [6]. A Figura 1.2
mostra o conjunto de informacdes que descrevem as caracteristicas fundamentais de

uma célula tumoral, conhecido como hallmarks do cancer.

Figura 1.2: Hallmarks do cancer. Principais caracteristicas adquiridas por células cancerigenas.
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Fonte: Adaptado de [6] - criado com Biorender.

Ainda, as células cancerigenas apresentam uma desregulacdo do pH.
Enquanto as células saudaveis, normalmente mantém um pH intracelular (pHi) em
torno de 7,2 e um pH extracelular (pHe) abaixo de 7,4, as células cancerigenas
demonstram variagdes significativas, com um pHi superior a 7,4 e um pHe mais baixo
na faixa de 6,7 a 7,1. Esse desequilibrio do pH nédo so6 favorece a proliferacédo celular
e a resisténcia a apoptose, como também facilita a adaptacdo metabdlica que é

essencial para uma migracgéao celular eficaz [7,8].



Essas mudancas aumentam a capacidade das células cancerigenas de
sobreviver, crescer e se dividir em seus tecidos de origem e, posteriormente, de formar
metastases, 0 que torna um grande desafio no tratamento da doenga [9]. Assim,
pesquisas estao sendo direcionadas para a identificacdo de agentes antitumarias mais
especificos. Como € amplamente aceito que o céancer se desenvolve devido a
desregulacédo da progressao do ciclo celular, a busca por novos alvos em vias de
sinalizacdo associadas a doenca tem se tornado uma abordagem promissora para a
concepgao de novos agentes antiproliferativos [10].

Sabe-se que proteinas contendo o dominio SH2 e/ou SH3 desempenham
papéis essenciais em diversas vias de sinalizacdo bem caracterizadas, incluindo a via
da Proteina Quinase Ativada por Mitdogeno (MAPK), a qual estda envolvida no
crescimento, proliferacéo e diferenciacéo celular [10,11]. Este € o caso da proteina
adaptadora Grb2 (Growth Factor Receptor-Bound Protein 2), que, embora ndo seja
considerada uma proteina oncogénica, a formacao de complexos entre Grb2/proteina
parceira parece estar envolvida em muitas vias de sinalizacao relacionadas ao cancer
[12].

Em suma, a compreensao das vias de sinalizacao e de proteinas, como a Grb2,
no desenvolvimento do cancer oferece perspectivas promissoras tanto para a
prevencdo quanto para a busca por terapias para tratar as diversas condicdes

relacionadas a doenca.

1.2 O papel biolégico da proteina Grb2

As proteinas adaptadoras desempenham um papel pivotal na regulacdo de
diversas vias de sinalizagdo, através dos seus dominios que realizam o
reconhecimento de sequéncias especificas de aminoacidos, possibilitando a interacao
com proteinas parceiras [13]. A proteina Grb2 é uma adaptadora, ubiquamente
expressa e conservada em organismos eucarioticos, atuando em diversas vias de
sinalizacao de proteinas quinases [14]. Composta por 217 residuos de aminoacidos
e uma massa molecular aproximada de 25 kDa, a Grb2 consiste em um dominio

central SH2 flanqueado por dominios SH3 (N- e C-terminal) [15] (Figura 1.3).



Figura 1.3: Estrutura em cartoon da proteina adaptadora Grb2 em sua forma monomérica. O
dominio SH3c esta colorido em rosa, o dominio SH2 esta colorido em roxo e o dominio SH3n esta
colorido em azul-ciano.

Fonte: adaptado do PDB: id 1GRI.

Os dominios SH3 estao presentes em mais de 200 proteinas diferentes e estédo
envolvidos em importantes processos celulares como sinalizacdo, rearranjos,
migracao, modificacfes do citoesqueleto, além do crescimento e diferenciacéo celular
[16]. Sendo constituido por 50 a 75 residuos de aminoacidos, esse dominio tem
afinidade por sequéncias ricas em prolina contendo motivo P-x-x-P, em que P séo
residuos de prolina e x-x representa quaisquer outros dois residuos de aminoacido
[17]. Sua estrutura adota um enovelamento composto por folhas-f antiparalelas
empacotadas uma contra a outra. A Figura 1.4 representa o dominio SH3c da proteina
Grb2, apresentando um barril-B formado por cinco folhas-B, das quais trés sé&o

paralelas e duas séo antiparalelas [18].

Os dominios SH2, por sua vez, estdo presentes em mais de 100 proteinas
diferentes, incluindo quinases, fatores de transcricdo, inibidores de citocinas e
proteinas adaptadores, desempenhando um papel importante na comunicagao

intracelular [19]



Figura 1.4: Estrutura do dominio SH3c da proteina Grb2. Esse dominio é formado por cinco folhas-
B, das quais trés paralelas e duas antiparalelas.

Fonte: adaptado do PDB id: 2VVK
Composto por aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, este dominio
forma um médulo globular com uma estrutura secundaria bem conservada. Ele
apresenta uma regiao central em folha-f3 antiparalela flanqueada por duas regides em
a-hélices (Figura 1.5). Destaca-se a presenca de dois sitios de interacdo especificos
(Sitio | e Sitio II), fundamentais para mediar as interacdes proteina-proteina nas vias

de sinalizacao celular [20]. Este dominio sera melhor descrito na secéo 4.2.

Figura 1.5: Representacéo tridimensional da estruturado dominio SH2 da proteina Grb2. No qual,
as regides contendo a-hélices estao coloridas em roxo, folha-f colorida em azul e os loops em cinza.
Os circulos pretos evidenciam os dois sitios de ligagédo.

Fonte: adaptado do PDB id: 6VK2.

Estudos recentes tém revelado que a proteina Grb2 desempenha fungbes que
vao além de uma proteina adaptadora. Assim, um novo papel foi estabelecido para a

Grb2, com implicagfes significativas na patogénese do cancer, por meio da regulacéo



da biogénese de miRNA e da expressao do oncogene [21]. Além disso, a Grb2 esta
envolvida no reparo da quebra da fita dupla de DNA (DSB), por meio do
direcionamento e liberacdo da proteina Mrell para promover um reparo eficiente da
DSB, assegurando assim a estabilidade do genoma [22]. A Grb2 também regula a
cascata de sinalizacdo mediada pela FGFR2 através da formacéo do heterotetramero
FGFR2:Grb2 um dimero, antes da estimulacéo celular [23]. De acordo com Ahmed e
colaboradores [24], foi demonstrado que o equilibrio monémero-dimero de Grb2 € um
importante mecanismo de regulacdo da via da MAPK, em que o mondmero de Grb2
ativa essa via de sinalizacdo. Em contrapartida, a Grb2 em sua forma dimérica atua
como um inibidor do processo de sinalizacdo mediado por MAPK. Isso evidencia a
importancia da proteina Grb2 nos processos celulares, que justifique a necessidade
de estudos detalhados sobre seus mecanismos moleculares de interagao.

1.2.1 Regulacéo da via MAPK pelo equilibrio monémero-dimero

Geralmente, as proteinas receptoras de membrana sdo encontradas em um
estado inativo, como monomérico ou pré-dimérico. Sua ativacdo pode ocorrer por
meio da interacdo com moléculas estimuladoras, levando a estabilizacdo das

proteinas de membrana, permitindo assim a ativacéo [25].

A Grb2 é conhecida por sua interagdo com o receptor de fator de crescimento
de fibroblasto humano (FGFR). Foi observado que essa interacdo entre a proteina
Grb2 e a proteina FGFR2 pode ocorrer mesmo na auséncia de estimulos
extracelulares [23]. Nessa circunstancia, a FGFR2 autofosforila-se antes de qualquer
estimulo extracelular, resultando em um estado de fosforilagdo basal. Esse estado,

embora fosforilado, n&o é suficiente para ativar a via de sinalizagéo.

A Grb2 é encontrada em suas formas monomérica e dimérica na via de
sinalizacdo. A forma monomeérica ativa a via de sinalizacdo, enquanto a forma dimérica
a desativa. Entretanto, no nivel de fosforilacdo basal, a Grb2 dimérica € capaz de
interagir via dominio SH3C na regido C-terminal do FGFR2, formando o complexo
FGFR2-Grb2. Quando os fatores de crescimento se ligam a regido extracelular do
receptor tirosina quinase, a Grb2 é fosforilada e se dissocia da FGFR2, deixando-a
livre para interagir com proteinas parceiras no citosol e ativar vias de sinalizagédo a

jusante, como a via de sinalizacdo MAPK [23,24].



Para compreender o papel da Grb2 na ativacéo indireta da via de sinalizacéo
da MAPK, a Figura 1.6 apresenta um esquema com as sequéncias de eventos que
levam & iniciacdo da MAPK. A FGFR2 em seu estado dimérico na membrana celular,
induz a proximidade dos dominios quinase na regido intracelular, permitindo sua
autofosforilacdo. Essa fosforilagdo aumenta a atividade intrinseca da quinase da
FGFR2 e fornece eventos secundarios de fosforilacdo da tirosina na regido da
justamembrana, no dominio da quinase e na extremidade C-terminal da FGFR2. As
tirosinas fosforiladas, bem como sequéncias adjacentes especificas, fornecem sitios

de ancoragem para proteinas contendo dominios SH2 e SHS3.

O dominio C-SH3 da proteina Grb2 reconhece o motivo PxxP na regido C-
terminal da proteina FGFR2, possibilitando a interacdo Grb2-FGFR2 [23,26]. Quando
um fator de crescimento interage na por¢ao extracelular da FGFR2, a proteina Grb2
se dissocia e, por meio de seu dominio SH2, recruta proteinas parceiras como a Sono
of Sevenless (Sos), a qual € responsavel por promover a troca de GDP em GTP. A
Grb2 entdo se associa a proteina Sos, reposicionando-se na membrana onde
encontra a proteina Ras-GDP. Esta é ativada pela Sos convertendo-se em Ras-GTP,
gue posteriormente recruta a proteina Raf, permitindo a fosforilacdo desta ultima,

tornando-a capaz de ativar a via de sinalizacdo MAPK [23,26,27].

Figura 1.6: Representacédo da ativagao da via de sinalizacdo MAPK. Apoés a interacéo do fator de
crescimento na regido extracelular, ocorre a fosforilacdo da Grb2 induzida pela FGFR2. A Grb2, entéo,
se dissocia da FGFR2 e recruta a SOS via dominio SH3. A SOS promove a troca de RAS-GDP por

RAS-GTP. Desta forma, a proteina RAS ¢é ativada e interage com a proteina RAF, dando inicio a via
da MAPK.
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Fonte: Adaptado de [27] - criado com Biorender.




Ao mesmo tempo, a Grb2 desempenha um papel regulador na via de
sinalizacdo mediada pela FGFR2 em conjunto com a proteina fosfatase Shp2, por
meio de um ciclo regulatério que envolve fosforilacdo e desfosforilacdo entre as
proteinas Shp2, Grb2 e FGFR2, fundamental na regulacdo da atividade quinase da
proteina FGFR2 [28]. A ativacdo do receptro FGFR2 por fatores de crescimento
permite a recrutacdo de outras proteinas para iniciar cascatas de sinalizacdo. No
entanto, sem a regulagédo adequada, essas cascatas de sinalizagdo podem causar
danos ao organismo. Na via de sinalizagdo MAPK, a falta de regulagcdo leva a um
crescimento celular descontrolado, o que pode resultar no desenvolvimento de certos

tipos de cancer [28,29].

1.2.2 A proteina Grb2 promove o inicio do reparo por homologia através da Mrell

Danos ao DNA sao eventos comuns durante o ciclo celular, sendo capazes de
ocasionar mutacdes. Tais danos desencadeiam diversas respostas celulares, visando
corrigir os erros ou até mesmo ativar a morte celular programada para eliminar
possiveis mutacdes. As quebras na fita dupla de DNA (DSBs) sdo mais citotoxicos e

possuem um grande potencial para comprometer a estabilidade genémica [30].

Os DBSs séao inicialmente detectados pelo complexo enzimatico MRN, que
recruta proteinas quinases responsaveis pela sinalizacdo e ativacdo do mecanismo
de Checkpoint, interrompendo o ciclo celular para corrigir o dano e prevenir a
transmisséo dos erros as células em divisdo. Os mecanismos de corre¢cdo de DBSs
dividem-se em dois tipos: Recombinacdo Homodloga (HR) e Recombinacdo néo-
Homoéloga (NHEJ) [30].

Estudos revelam que a Grb2 forma inesperadamente um complexo Grb2-Mrell
(GM), validado biofisicamente para uma iniciacdo eficiente da HR [22]. A Mrell,
componente do complexo MRE junto com Rad 50 e Nbsl, desempenha um papel
importante na via de reparo de DNA, evitando o acumulo de quebras e rearranjos
cromossOmicos prejudiciais [31]. O recrutamento do complexo MRN para DSBs é
rapido e independe de modificacbes pos-traducionais nas proteinas do complexo. Em
resposta ao dano, a histona variante H2AX é inicialmente fosforilada em seu residuo

tirosina-142 (pY142) [32], seguida pela fosforilagcdo da serina-139 (pS139), formando



a YH2AX, uma plataforma para o recrutamento de proteinas na via de reparo de DNA
[33].

A yH2AX é crucial para recrutar o complexo MRN para a cromatina, por meio
da associacdo de NBS1-MDC1-H2A. Nesse processo, a proteina NBS1 interage com
a proteina MDC1 (Phosphorylated Mediator of DNA Damage Checkpoint Protein 1)
que, por sua vez, se liga a yH2AX, estabelecendo um mecanismo de recrutamento do
complexo MRN para locais de danos no DNA [34-37]. O recrutamento da Grb2 na
crométide ocorre imediatamente apds o dano ao DNA. Assim, a proteina Grb2 recruta

eficientemente a Mrell para os locais de danos ao DNA marcados por yH2AX.

A ubiquitinacdo da Grb2 pela proteina RBBP6 desencadeia a lideracdo da
Mrell, promovendo a reparacao dirigida por homologia. A desubiquitinacdo permite
a formacédo do complexo GM novamente, através da proteina PSMS14, conforme
ilustrado na Figura 1.7. A auséncia da proteina Grb2 resulta em defeitos no processo
de HR, intensificando a atividade de reparacdo por NHEJ, um método de reparo de
DSBs mais suscetivel a erros. Portanto, fica evidente que a proteina Grb2
desempenha um papel vital na facilitacdo de um processo altamente preciso e
eficiente de reparo dirigido por homologia [22].

Figura 1.7: Esquema proposto para descrever o papel da Grb2 no reparo da DSB. IR cria DSBs e
fosforilacdo da H2AX, que serve como local de ancoragem para o recrutamento do complexo GM. A
ubiquitina¢do da Grb2 por RBBP6 libera a Grb2 do Mrell, enquanto a desubiquitinacdo de Grb2
possivelmente por PSMS14 permite a reassociacdo do complexo GM.

H2AX H2AX

R

Fonte: Adaptado de [22] - criado com Biorender.
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Como sera discutido, diversos fatores contribuem para que ocorram danos ao
DNA, dentre elas a formacao de estruturas secundarias de DNA [38]. Essas estruturas
secundérias, como o G-quadruplex, sdo reconhecidas pelo seu potencial em induzir
instabilidade gendmica. Dependendo da sua localizacdo, a formacdo dessas
estruturas G-quadruplex pode interferir na transcricdo génica, causar bloqueios na
forquilha de replicacéo ou induzir mutacdes [39]. Durante o reparo por recombinacéo
homoéloga, a formagcédo do G-quadruplex pode resultar em paradas na forquilha de
replicacdo. Por isso, estudos envolvendo proteinas provenientes da HR, como o caso
da Grb2, interagindo com estruturas G-quadruplex, seriam de interesse, visando maior

eficiéncia nos processos de reparo e ha manutencao da estabilidade genémica [40].
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2 JUSTIFICATIVA

A proteina adaptadora Grb2 esta presente em vias de sinalizacdo responsaveis
por processos como proliferacdo e diferenciacéo celular. Sua principal funcéo é atuar
como ponte entre receptores de membrana, que reconhecem fatores de crescimento,
e outras proteinas, desencadeando reacdes quimicas que resultam na sintese de
transcricdo no nucleo celular. Além disso, a Grb2 estad presente na regulacdo de
proteinas por meio do equilibrio mondémero-dimero e participa dos processos de
reparo de DNA, essenciais para o funcionamento adequado das células. No entanto,
anomalias associadas a atividade da Grb2 podem levar ao desenvolvimento de certas

doencas, como o cancer.

Considerando a ampla participacao da Grb2 nos processos biol6gicos de uma
célula, ela se torna um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias
anticarcinogénicas, por meio de pesquisas com moléculas farmacoldgicas e até
mesmo com estruturas secundarias de DNA. Assim, uma parcela deste estudo tem
como objetivo caracterizar o dominio Grb2-SH2 e sua interacdo com moléculas que
possuem poténcial antitumoral por meio de técnicas experimentais como
espectroscopia de fluorescéncia, calorimetria e dicroismo circular. Todos o0s
experimentos serdo realizados em pH 7,0 e 8,0 para mimetizar células saudaveis e

cancerigenas, respectivamente.

Além disso, investigaremos a interacdo da proteina recombinante Grb2 mutante
Y160F, que favorece o estado monomérico, com um tipo de estrutura secundaria de
DNA, conhecido como DNA G-quadruplex. Essa analise visa compreender a interacao
da proteina com a estrutura G-quadruplex, uma vez que esse tipo de DNA, contribui

para a instabilidade do genoma.

Com o desenvolvimento deste estudo, espera-se preencher lacunas no
entendimento das funcdes da proteina Grb2 e seu potencial impacto na regulacdo e
na patogénese de doencas, contribuindo assim para novas abordagens terapéuticas

e tratamentos mais eficazes.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Calorimetria diferencial de varredura

A Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC) é uma técnica experimental que
se baseia em uma analise térmica, no qual o fluxo de calor contribui significantemente
para identificacdo da estabilidade das macromoléculas. A capacidade de monitorar
transicbes em proteinas, acidos nucléicos e lipidios, ndo sé fornece dados sobre a
estabilidade térmica, como também é possivel examinar e analisar as caracteristicas
dos estados intermediarios que envolvem o enovelamento/desenovelamento das
biomoléculas [41]. Identificar as transicbes € de grande importancia pois permite
analisar a quantidade de energia presente em cada uma dessas transicdes. Trata-se
de um método analitico amplamente aplicado no processo de desnaturacdo proteica
[42]. O calorimetro utiliza alta sensibilidade para detectar pequenas variacdes de

energia, associadas, por exemplo, ao processo de desdobramento [43].

Os dados obtidos pelo calorimetro sdo apresentados na forma de capacidade
térmica versus temperatura e convertidos no chamado termograma (capacidade de
calor a pressdao constante Cp versus temperatura) [41]. O pico aparente do
termograma indica a principal temperatura de transicdo, ou temperatura de melting
(Tm) e a area sob a curva do termograma determina a variagdo de entalpia (AH) do
processo em estudo, indicando o parametro termodinamico, no qual a energia
disponivel fornece calor ao sistema. Essa energia pode fazer ou quebrar ligacées na
proteina, como pontes de hidrogénio, pontes dissulfeto, ligacdes ibnicas, entre outras
[41,42].

Quando AH < 0, o calor ¢ liberado do sistema, denomina-se reacéo exotérmica.
Enquanto AH > 0, o calor é absorvido pelo sistema, conhecido como reacgao
endotérmica. A definicdo da entalpia com a energia interna e o produto da presséo e

do volume, é dada como [44]:
H=U+PV (1)
no qual, U a energia interna do sistema, P a presséo e V o volume.
Tomando a diferencial da equacéo (1), temos que:

dH = dU + VdP + PdV )
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Partindo da primeira lei da termodinamica, temos que dU + PdV €, dQ:

dH = dQ +VdP (3)
Quando a presséao é constante (P = constante), a equacao (3) fica:
dH =dQ, 4)
Ent&o temos que,
AH = Q, (5)

A variagao de entalpia (AH) é, portanto, um indicador da quantidade de energia
na forma de calor presente no processo estudado, que é responsavel por mudancas
de fase ou estruturais em macromoléculas. Um exemplo de termograma de DSC esta

representado na Figura 3.1 [41-44].

Figura 3.1: Representacdo de um termograma de DSC. Dados de um grampo de DNA, a curva
experimental esta em circulo enquanto a curva sélida representa a derivada da entalpia.
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Fonte: Adaptado de [41].

3.2 Espectropolarimetria de dicroismo circular
As biomoléculas, como as proteinas, sdo constituidas por subunidades quirais

gue produzem sinais quando iluminadas por luz circularmente polarizada nas faixas

de comprimento de onda ultravioleta, onde os grupos amida e carbonila dos
esqueletos polipeptidicos absorvem essa luz. A espectroscopia de dicroismo circular
(CD) é um método espectroscopico Optico que explora a absorgéo diferencial de luz
polarizada circularmente a esquerda (€r) e a direita (€L) por tais cromoforos e pode

ser aproveitada para derivar informacgdes estruturais sobre conformacdes de proteinas
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[45]. Instrumentos de CD séo conhecidos como espectropolarimetro e relatam a
diferenga em absorgao de luz polarizada esquerda e direita (AA= AcsL - Aer); entretanto,
essa diferenca é expressa como elipticidade molar (6 medido em graus). Os espectros
de CD séo coletados como uma fungado comprimentos de onda. A luz polarizada passa
pelo meio circularmente dicrdico, onde a absorcéo diferencial dos dois componentes
circulares converte a luz plano polarizado em luz elipticamente polarizada, o vetor
elétrico segue a localizacdo da elipse, no qual oscilam em um plano ou formam um
circulo [46]. Quando as duas componentes circulares dos vetores elétricos estdo na
mesma direcdo, a soma das suas magnitudes forma o semieixo maior da elipse, e
guando em direcdo oposta, a diferenca das magnitudes forma o semieixo menor. O
sinal CD é caracterizado pela razéo entre o eixo menor e maior da elipse, que é

tangente o angulo 6, chamado de elipticidade expressa pela relagao:

[6] = tan-( SXomalr 6)

eixo menos

Esta técnica tem sido amplamente utilizada para elucidar a estrutura secundéria
de proteinas em seu estado nativo ou enoveladas. Também, se baseia em duas
transicdes eletrbnicas decorrentes de absorcdo de peptideos no UV: uma transicdo n
— T que produz um sinal em torno de 222 nm; e transicbes paralelas e
perpendiculares T — 1 que geram sinais em comprimentos de onda mais baixos na
faixa de 190-210 nm. Além disso, uma transi¢ao de transferéncia de carga intra-amida
decorrentes de interacdes através do espaco ocorre em cerca de 180 nm, que
geralmente so é acessivel usando radiagcdo sincroton como fonte de luz [47]. A adocéo
de diferentes tipos de estruturas secundarias pelas cadeias polipeptidicas, como a-
hélice e fita-B, depende dos angulos @ e ¥ e o entre residuos adjacentes na cadeia.
As magnitudes e comprimentos de onda dos sinais de CD que surgem das transi¢cdes
eletrbnicas dependem desses angulos e, portanto, da estrutura secundaria da
proteina. A forma geral e a magnitude de um espectro de proteina, obtido por
Dicroismo Circular (CD) na regido de comprimento de onda do ultravioleta distante
(UV) reflete uma combinacdo linear de seus elementos estruturais secundarios
constituintes. A Figura 3.2 ilustra alguns exemplos de espectros de proteinas que
demonstram essa caracteristica [47,48].
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Figura 3.2: Exemplos de varios espectros de CD de proteinas com diferentes tipos de estrutura
secundaria. (—) predominantemente helicoidal, (- - -) fita-B antiparalela, (—) fita-p torcida para a direita,
(---) desordenado. Os dados espectrais utilizados nestas figuras estédo disponiveis no PCDDB com o0s
codigos de acesso: CD0000037000, CD0000020000, CDO0000031000 e CD0005282000,
respectivamente.
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Fonte: Adaptado de [48]

3.3 Espectroscopia de fluorescéncia

A luminescéncia é o processo pelo qual substancias em estados excitados
emitem luz. Essa emissédo de luz pode ser classificada em dois tipos, dependendo da

natureza do estado excitado do elétron: fosforescéncia e fluorescéncia [49].

Quando uma molécula absorve radiacao eletromagnética na forma de féton,
um elétron é promovido de seu estado energético fundamental So para estados
excitados, como Sie Sz, e posteriormente retorna ao estado de menor energia através
de varios mecanismos, como conversao interna, relaxacdo vibracional, conversao
intersistema, fluorescéncia e fosforescéncia, que resultam na emissédo de luz. O
diagrama de Perrin-Jablonski (Figura 3.3) descreve 0s processos que ocorrem entre
a absorcdo e a emissao de luz. Depois que uma molécula absorve luz, o fluoréforo
pode atingir niveis vibracionais mais altos dos estados singletos Si1 e S2, e varios

processos ocorrem até que ele retorne ao estado fundamental [49-51].

Quando um fluoréforo € excitado para seu estado eletrénico singleto de maior
energia (S1 ou S2), os elétrons podem ocupar diferentes niveis de energia vibracional.
Essas transicbes entre os estados geralmente séo representadas como linhas
verticais ilustrando a natureza instantanea da absorcdo da radiacdo e ocorrem na

ordem de 10'° s. A transicdo entre os estados eletronicos singleto (S1 e S2) é
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conhecida como conversdao interna. Esse processo é seguido por relaxacéo
vibracional até o nivel vibracional mais baixo do estado eletrdbnico de menor energia,

com tempo caracteristico da ordem de 10-1? s [49-51].

Figura 3.3: Diagrama de Jablonski. Visualizagéo das transicdes eletronicas acessiveis S1 e Sz, que
ocorrem apos a absorgdo de um foton, juntamente com os processos de emissdo de fluorescéncia no
retorno ao estado fundamental So. A absor¢éo de radiacdo (hva), representada pelas setas apontadas
para cima, leva os atomos ou as moléculas para estados eletrbnicos mais energéticos (S1 e S2). No
entanto, eles ndo permanecem em seus estados mais energéticos, uma vez que a energia absorvida é
degradada ou perdida, resultando em seu retorno aos estados fundamentais (So). As setas dirigidas
para baixo indicam a emissdo de radiacdo para fluorescéncia (hvr) e fosforescéncia (hup),
respectivamente. Além disso, as setas pontilhadas representam as conversdes internas, que sao 0s
processos de relaxacgdo entre os niveis eletrénicos excitados.
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Fonte: Adaptado de [49]

Uma vez que o tempo de vida de um elétron no estado excitado € da ordem de
108 s, a energia absorvida que néo foi dissipada durante esse processo € entdo
liberada, permitindo que o fluor6foro retorne ao seu estado fundamental. Esse
fendbmeno é chamado de fluorescéncia, e a radiagdo emitida possui menor energia do
gue aradiacao de excitacdo, o que resulta em um comprimento de onda maior, devido

a relacdo inversamente proporcional entre energia e frequéncia, expressa como:
c
v=3 (1)
No qual v a frequéncia, c a velocidade da luz e A comprimento de onda [49].

As medi¢Oes de fluorescéncia no estado estacionarios, s&o as mais comuns e

sdo aquelas realizadas com iluminacdo e observacdo constantes. A amostra é
iluminada com um feixe continuo de luz, e a intensidade ou espectro de emisséo é
registrado (Figura 3.4). Devido a escala de tempo na ordem de nanossegundos, a
é

maioria das medicbes sao feitas em estado estacionario. Quando a amostra
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inicialmente exposta a luz, o estado estacionario é alcancado quase que

instantaneamente [49].

Figura 3.4: Espectro de fluorescéncia no estado estacionario.

1(A)

Comprimento de onda (nm)

Fonte: Adaptado de [49]

A técnica de fluorescéncia é de suma importancia na analise de proteinas, uma
vez que auxilia na caracterizagdo fisico-quimica, na andlise de propriedades
estruturais e nas dinamicas de biomoléculas e complexos biomoleculares. Estudos de
fluorescéncia com variacdo de temperatura fornecem informac6es sobre estabilidade

e parametros cinéticos [50].

Em proteinas, os fluor6foros séo os residuos de aminoacidos aromaticos
triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe). Entre eles, o residuo de triptofano
€ a principal fonte de absorcdo e emissdo de luz UV, destacando-se pela alta
sensibilidade. Embora a tirosina apresente um rendimento quantico semelhante ao
triptofano, sua emissdo em proteinas nativas a emissao é frequentemente inibida
devido a interacdo com a cadeia peptidica. No entanto, essa inibicdo é superada
durante a desnaturacdo da proteina, resultando em um aumento na emissdo desse
residuo. Por outro lado, a emisséo de fenilalanina & observada apenas em proteinas

que nao possuem residuos de tirosina ou triptofano [49].

3.4 Filtragem interna

A intensidade de fluorescéncia observada em uma amostra depende nao
somente da absorcéo na faixa de comprimento de onda de excitacdo, mas tambéem

pela geometria de iluminacdo da amostra e pelos caminhos Opticos percorridos pela
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luz de excitacdo e emissdo. A geometria frequentemente empregada consiste na
incidéncia de luz em uma face da cubeta sob um angulo reto, geometria também

empregada neste trabalho [52].

Em um espectrofluorimetro convencional, o feixe de emissdo é detectado
perpendicularmente ao feixe de excitacdo. Como a emissao é registrada no centro da
cubeta, o feixe incidente atravessa metade do comprimento do caminho Optico antes
que a emissao seja gerada, e o feixe de emissdo deve também passar pela metade
do comprimento do caminho éptico antes de ser detectado [53]. Devido a esse
sistema, a intensidade da emissédo observada (Fobs) € subestimada, e é necessario
fazer uma correcdo para levar em conta o efeito do filtro interno causado pela
absorcao da luz pela solugéo. Portanto, a correcao da intensidade de fluorescéncia
deve ser feita para compensar o efeito do filtro [54,55].

A correcdo da intensidade de fluorescéncia, devido ao efeito de filtragem

interna, € realizada utilizando a equacéo 8:
Fecorr = Fobs - 10(Aex+Aem)/2 (8)

sendo, Fcor € Fops as intensidades de fluorescéncia corrigida e observada,
respectivamente. Aex € Aem S0 as absorbancias do ligante no comprimento de onda

de excitacdo e no comprimento de onda de emissao, respectivamente [55].

3.5 Supresséo de fluorescéncia

Alteracdes no ambiente quimico que envolve o sitio de ligacdo de proteinas
podem resultar em alteracfes na fluorescéncia dos residuos arométicos, quando
estes estdo presentes em regifes proximas ao sitio de ligacdo. A diminuicdo ou
supresséao (conhecida como quenching) de fluorescéncia desses residuos podem ser
utilizados em ensaios de interacdo proteina-ligante, empregada para determinar a

constante de afinidade [49].

A supresséo da fluorescéncia em uma solucéo que contém uma macromolécula
e seu ligante pode ocorrer por meio de diferentes mecanismos. O quenching colisional,
ocorre a partir da colisdo entre particulas, sem ocorréncia de interacdo. Outra
possibilidade é o fluoréforo no seu estado excitado, dissipar energia de forma néo

radiativa, através de ligacdo ou transferéncia de energia, conhecido como quenching



19

dindmico. Mudancas estruturais induzidas pela ligacdo entre a macromoléculas e seu
ligante também podem desencadear alteracdes no ambiente quimico em torno do
fluoroforo. Essa ligagdo pode resultar na formacdo de um complexo entre o ligante e
o fluoréforo no seu estado fundamental, perdendo a sua capacidade de fluorescéncia

(quenching estatico) [56].

A supressdo da fluorescéncia, ou quenching, de uma amostra pode ser
causado devido a interagcbes moleculares. Para determinar tais parametros, o
mecanismo de supresséao de fluorescéncia de Stern-Volmer, também conhecido como
modelo de supressao dinamica da fluorescéncia, tem sido utilizado. No mecanismo, a
supresséao da fluorescéncia depende da colisédo entre a molécula excitada e a espécie
supressora (Q) com constante de velocidade de supresséao bimolecular Kq. A reducéo
da intensidade de emisséo de fluorescéncia (F), em relacao a intensidade observada

na auséncia de supressor (Fo), [49-51] é dada pela equacéo:
(FolF) = 1 + Kqto[Q] = 1 + Ksv[Q] ©)

no qual, Fo e F sdo as intensidades de fluorescéncia corrigidas na auséncia e na
presenca de supressor, respectivamente. Kq é a constante de velocidade bimolecular
de supressao, to € o tempo de vida médio das biomoléculas na auséncia de supressor,
[Q] é a concentracdo do supressor, e 0 produto Kqto € conhecido como constante de
Stern-Volmer (Ksv) [49].

3.6 Determinacado da constante de ligacdo e numero de sitios de ligacéo

Para determinar a constante de ligacdo (Kp), assume-se um sistema de dois

estados, no qual:
P+nL —LnP (20)

No qual, P é a proteina livre, n € o numero de sitios de ligagdo, L o ligante e L»P como
o complexo proteina-ligante formado. Sendo assim, a constante de ligacao (Ky) pode

ser expressa da seguinte maneira:

k, = [Lnp] (11)
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definindo, [P] como a concentracdo de proteina, [L] a concentracdo de ligante e [LxP]
a concentracdo do novo complexo formado e n o nimero de ligantes por proteina. No

caso em que a proteina pode se encontrar complexada ou livre do ligante, temos:
[Pe] = [LnP] + [Pf] (12)

No qual [Pf] € a concentragdo de proteina livre e [P,] a concentragao de proteina total.
A razéo entre a intensidade de fluorescéncia da solugdo que dispde de proteina livre
Fo e a intensidade de fluorescéncia apds a adi¢do de ligante na solucédo F é igual a

razao entre a concentracao de proteina total por proteina livre:

= (13)
Em relacéo a proteina ligada [P,]:

[Fe] = [LyP] (14)
Tem-se:

[Pe] = [Fa] + [PF] (15)

Substituindo as equacdes (14) e (15) em (11), temos:

_ [Pd=[Py]

> oy (16)
Prosseguindo,
(pel-[ry]
__Ipr
kb - [Tf]n_ (17)
Assim,
[Pt]_[Pf] Fo—F
Pl (9)
Logo,
o=k [L]" (19)

Admite-se, entdo, que a concentracdo de ligante na solucdo é maior que a
concentracdo de proteina, sendo a concentracdo de ligante total aproximadamente
igual a concentracao de ligante livre [Lt ] = [Lf]. Logo, a equacao de supressao para

o equilibrio de ligacao, torna-se:
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Fo—F

log ( - ) =log (K») + nlog([L]) (20)

sendo Fo e F as intensidades de fluorescéncia antes e apos a adi¢éo de ligante, Ky a
constante de ligacdo, n o numero de ligantes por proteina e [L] a concentracdo de
ligante total [49-51].

3.7 A termodinamica da interacdo proteina-ligante

O estudo de fluorescéncia em diferentes temperaturas permite calcular os
parametros termodinamicos envolvidos na interacdo Essas interacbes podem ser
tanto contribuicées entalpica (AH) quanto entrépica (AS) e, como qualquer processo
espontaneo, a ligacdo ocorre quando esta associada a energia livre de Gibbs negativa

(AG < 0) a qual é dada por:
AG = AH - TAS (21)
ou em funcao da constante de ligacdo K», onde:
AG = -RTIn(Kb») (22)
sendo R a constante universal dos gases, T a temperatura e K» € a constante de
ligagéo.

As variagdes entalpicas (AH) e as entrépicas (AS) podem ser analisadas pela
equacao de van’t Hoff, quando AH néo variar de forma significativa no intervalo de

temperatura estudado [49]:
= RIn(K») = AHIT-AS (23)

A contribuicdo entalpica envolve a quebra ou formacao de interacfes ndo covalentes
entre atomos de proteinas e entre solvente e proteina, enquanto a contribuicéo
entropia, devido a mudancas dindmicas na organizagéo da cadeia principal e lateral
de proteinas e solventes, interage especialmente com superficies hidrofébicas. A
contribuicdo entropica € dominante em muitas interacdes proteina-ligante onde as

moléculas de agua sao liberadas de cavidades hidrofébicas [50,51].



22

4 CARACTERIZACAO DA INTERACAO ENTRE O DOMINIO GRB2-SH2 COM AS
MOLECULAS CUMARINA E MORINA EM FUNCAO DO PH

4.1. Interagao entre o dimero de Grb2 com as moléculas cumarina e morina

Como discutido, o cancer é um processo patolégico caracterizado pela
proliferacédo celular descontrolada, em que as células adquirem diversos mecanismos
que favorecem sua sobrevivéncia e multiplicacdo [4]. A via de sinalizagdo da MAPK é
responsavel pelos processos de proliferacéo e diferenciacdo celular. A auséncia de
regulacédo nessa via pode resultar em um crescimento celular descontrolado, levando
ao desenvolvimento de certos tipos de cancer [24]. Com isso, estudos com moléculas
de potencial farmacoldgico tém sido usados para investigar uma possivel interacao
com proteinas envolvidas nessa via de sinalizacdo, como o caso da proteina Grb2
[57].

Assim, estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa demostram que a
Grb2, em sua forma dimérica, interage de maneira satisfatéria com as moléculas
cumarina e morina. Essas moléculas possuem ampla biodisponibilidade e sao
extensivamente estudadas devido a baixa toxicidade e seus efeitos antitumorais. As
analises sdo fundamentadas na aplicacdo de técnicas de biofisica molecular para
verificar a interacdo proteina-ligante. Esse processo ocorre principalmente por
contribui¢cdes entrépicas, com uma razao molecular de um ligante por proteina e uma
constante de equilibrio da ordem de 10° M 7%, considerada moderada. Além disso, os
resultados obtidos por dinAmica computacional indicam que a interacao entre essas
moléculas e o dimero de Grb2 ocorre em um bolsdo hidrofobico do dominio SH2,
proximo ao residuo W121 (Figura 4.1) [58,59].

Embora o significado biolégico preciso da interacao entre o dominio Grb2-SH2
e as moléculas citadas ainda ndo estejam completamente elucidados, torna-se
evidente que essa interacdo poderia funcionar de maneira analoga a um inibidor do
dominio SH2. Isso impediria a ligacédo da quinase de tirosina do receptor a via MAPK,
guando esta apresentar alguma disfuncéo [60-63].
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Figura 4.1: Identificacdo do sitio de interacdo do dimero de Grb2 com as moléculas cumarina e
morina. (A) Ligacdo da molécula de cumarina proximo ao residuo de triptofano 121. (B) Ligagdo da
molécula de morina ao dominio Grb2-SH2.

(B)

Fonte: Adaptado de [58,59].

4.2 O dominio SH2

O dominio SH2 foi identificado pela primeira vez nas oncoproteinas Src e Fps,
com uma sequéncia de 100 residuos de aminoacidos [64,65]. Desde a sua
descoberta, foram identificados mais de 120 dominios SH2 em mais de 110 proteinas,
sendo estas quinases, fatores de transcricdo, fosfatases, proteinas adaptadoras e
supressores de citocinas [64-66]. Esses dominios se associam especificamente a
proteinas que possuem tirosinas fosforiladas (pY) em suas cadeias laterais,
desempenhando um papel crucial na formacéo de complexos multiproteicos durante
a sinalizacdo celular. S8o comumente encontrados em proteinas adaptadoras,

auxiliando na transducao de sinal das vias receptoras tirosina quinase [67-69].

Como mensionado, o dominio Grb2-SH2 possui uma estrutura altamente
conservada composta de aproximadamente 100 residuos de aminoacidos, contendo
duas a-hélices e uma folha-B formada por trés fitas antiparalelas. Além disso, esse
dominio proteico apresenta dois sitios de interacdo bem definidos para o

reconhecimento de fosfopeptideos [10,61].

O sitio | de interagdo desempenha um papel fundamental no reconhecimento
de fosfopeptideos contendo residuos de tirosina fosforilados (pY). Esse sitio &
constituido por residuos com cargas positivas e com cadeias laterais estruturalmente
proximas, facilitando a formacao de interacdes por meio de pontes de hidrogénio e

interacdes eletrostaticas. Por outro lado, o sitio Il esta localizado nas proximidades da
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a3-hélice. reconhecendo pY localizados em posi¢cfes pY+1 até pY+5 de residuos de

aminoécidos [10,70].

Estudos indicam que o sitio Il determina a especificidade da interacdo. O
fosfopeptideo se liga ao dominio SH2 com uma conformacao linear na superficie do
dominio estendendo-se de uma a-hélice a outra (Figura 4.2 — A). Uma excec¢éo a essa
conformacao linear ocorre na interacdo com o dominio Grb2-SH2, onde o residuo
W121 (localizado no sitio 1) age como uma barreira, dificultando a interacéo
pY+3. Assim, o dominio Grb2-SH2 seleciona preferencialmente sequéncias de
asparagina pY + 2 (Figura 4.2 - B), fazendo com que essa conformacéo adquire uma
conformacao fita-f [71-74].

Figura 4.2: Estrutura do dominio SH2 em um complexo com fosfopeptideo. (A) Representacéo
em cartoon do dominio LNK-SH2 com as fitas- coloridas em azul claro, as hélices-a em azul escuro e
o fosfopeptideo em cinza, em que este se encontra na forma estendida. (B) Representacdo em cartoon
do dominio Grb2-SH2 no qual as fitas-f coloridas em azul claro, as hélices-a em azul escuro e o
fosfopeptideo em cinza, 0 mesmo se encontra na conformacéao fita-f.

(A)

EJP

PDB id: 7R8X

PDB id: 1ZFP

Fonte: adaptado do PDB id: 7R8X e 1ZFP.

Apesar das discussdes em aberto sobre a conformacéo fita-p adquirida
exclusivamente pelos fosfopeptideos nas interagbes com o dominio Grb2-SH2, a
superficie de ligacdo é composta por residuos altamente conservados, permitindo
interacbes com diversas proteinas sinalizadoras que contenham residuos de

fosfopeptideo [75].

Devido a alta versatilidade do dominio SH2 em vias de sinalizacéo, ele se torna
um alvo de interesse nos estudos de interacdo com farmacos que tém potencial de
inibir vias oncogénicas [60-62]. Uma abordagem para identificar novos potenciais

inibidores do dominio Grb2-SH2 é o uso de moléculas naturais. Nesse contexto,
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destacam-se as moléculas cumarina e morina, as quais, como mencionado,

demonstram afinidade pela interacdo com esse dominio.

4.3 As moléculas cumarina e morina

Ao longo dos anos, os estudos relacionados a sintese de farmacos com o
objetivo de inibir a proliferacdo descontrolada de células tumorais tém avancado
significativamente. A busca por compostos bioativos que apresentam propriedades
anticarcinogénicas e de baixa toxidade, tem se revelado uma alternativa cada vez
mais promissora [76-79]. Essas substancias, frequentemente encontradas com
facilidade devido a sua biodisponibilidade, possuem propriedades capazes de inibir o
crescimento de células cancerigenas, induzir a apoptose e suprimir a angiogénese em

células cancerigenas [80-85].

Uma dessas moléculas, a 1,2-benzopirona, ou popularmente conhecida como
cumarina, € uma molécula organica que pertence a familia dos compostos
benzopireno, que consistem em um anel benzeno ligado a um pirano [86]. A
classificacdo das cumarinas ocorre com base nas substituicdes nos anéis benzeno e
pirano, podendo ser classificadas em cumarina simples, furanocumarinas,
piranocumarinas e biscumarinas [87]. Esses exemplos podem ser visualizados na
Tabela 4.1.

Tabela 4.1: Exemplos de cumarinas com suas respectivas estruturas béasicas.

Cumarina Simples

x Apresentam substituicdes nos aneéis
@El benzeno e pirano.

Furanocumarinas
~ Apresentam anel furano junto a
m estrutura de cumarina simples

Piranocumarinas

# B Apresentam anel pirano junto a
estrutura de cumarina simples

Fonte: Adaptado de [87].
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As cumarinas possuem uma biodisponibilidade muito grande e estédo presentes
em sementes, raizes e frutos, principalmente em gimnosperma e angiospermas, cComo
as familias Rutaceae e Umbelliferae. Além disso, podem ser encontradas em 0leos
essenciais, como 6leo da casca de canela, 6leo da folha de céssia e 6leo de lavanda
[86,87].

O uso dos compostos cumarinicos tém aumentado consideravelmente ao longo
do tempo, devido as suas diversas propriedades farmacologicas como bactericida,
anti-inflamatorio, anticoagulante, antitrombdético, antioxidante, antitumoral e também
atua como potencial agente fotoquimioterapicos. Farmacos contendo cumarina tém
demonstrado eficacia terapéutica significativa, baixa toxicidade e efeitos colaterais

minimos [88].

Estudos realizados em modelos animais evidenciou a atividade
anticarcinogénica da cumarina na sua forma mais simples, em células prostaticas,
apresentando regressao do cancer quando tratados com a molécula [89]. Além disso,
estudos in vitro observaram a eficacia da molécula na indugdo da apoptose em
adenocarcinoma pulmonar [90]. A cumarina também demonstrou atividade inibitoria
semelhante ao tamoxifeno, um tipo de tratamento quimioterapico, quando testada em
cancer de mama [91,92]. Estes exemplos, entre outras, ressaltam o potencial da

molécula, tornando seu estudo importante para a melhora no tratamento do cancer.

Pesquisas preliminares também sugerem que a molécula e seus derivados
podem ter efeitos sobre a via MAPK. Estudos in vitro com células cancerigenas de
ovario e a cumarina 5-Geraniloxi-7-metoxi resultam na inibicdo da fosforilacdo de
p38/MAPK [93]. Em outro estudo, um derivado de cumarina contendo enxofre
demonstrou eficacia contra células de leucemia e de ovario, induzindo a apoptose via
ativacado da MAPK [94].

Outra molécula em estudo sdo os flavonoides, uma classe de compostos
vegetais amplamente distribuidos na natureza, conhecidos por suas propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Entre os flavonoides, destaca-se a morina
(2°,3,4’,5,7-pentahidroxifavona), presente em varias espeécies vegetais, incluido a
laranja osage, folhas de goiabeira, folhas de oliveira, no café e no agrido, além de
outras espécies de plantas da familia moraceae [95]. A morina pertence ao subgrupo

flavonol, possui uma estrutura molecular Unica, caracterizada por um anel benzénico
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com duas ligacdes duplas conjugadas e dois grupos hidroxila nas posi¢coes C3 e C4,

conforme a Figura 4.3 [96].

Figura 4.3: Estrutura da molécula de morina (2’,3,4’,5,7-pentahidroxifavona). O flavonoide
apresenta anel benzénico com duas ligacdes duplas conjugadas e dois grupos hidroxila nas posicées
C3e C4.

HO OH

HO @)

OH
OH O

Fonte: Adaptado de [96].

Estudos indicam que a morina apresenta propriedades farmacoldgicas,
incluindo atividades antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral, antimicrobiana e anti-
hiperglicémica [97-100]. Também, sugere-se que a molécula possui atividades
protetoras significantes contra a toxicidade e efeitos colaterais de diversos
medicamentos, sem alterar sua funcéo [102-104]. A morina tem sido objeto de estudos
como um agente potencial quimiopreventivo e quimioterapico, demonstrando a
capacidade de inibir a proliferacédo de células cancerigenas, induzir a apoptose e inibir

a angiogénese [105-109].

Pesquisas indicam que o efeito anticancerigeno da morina esta associado a
modulacdo da cascata de sinalizacdo da via MAPK em células de carcinoma
espinocelular oral por meio da ativacdo de JNK e p38 [110]. Também, a molécula
aumenta significativamente a fosforilacdo de ERK1/2 e atenua a fosforilacdo de JNK
em células de cancer de bexiga [107]. Foi relatado que a sinalizacdo da MAPK esta
envolvida na citotoxicidade mediada pela morina em células de carcinoma

hepatocelular, aumentando a fosforilagdo de p38 e JNK em células HepG2 [111].

Assim, as moléculas orgéanicas, como a cumarina e a morina, detém um
consideravel potencial terapéutico. Aprofundar o entendimento da interacdo entre
essas moléculas e dominio Grb2-SH2 pode fornecer informacdes importantes para
pesquisas futuras. Isso, por sua vez, pode colaborar para tratamentos mais eficazes

de alguns cancer relacionados a essa via.
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4.4 Objetivo

O objetivo deste estudo é aprofundar a compreensao sobre o dominio Grb2-
SH2, analisando sua estrutura secundaria e estabilidade térmica em condicdes
fisiologicamente relevantes, representadas pelos pHs 7,0 e 8,0. Além disso, buscamos
investigar a interagdo desse dominio com moléculas naturais, como a cumarina e a
morina, devido a suas ac¢fes antitumorais e de baixa toxicidade, por meio de técnicas
como espectroscopia de fluorescéncia e dicroismo circular, com o intuito de elucidar
seus possiveis efeitos e relevancia bioldgica. Dessa forma, propomos nessa parte do
trabalho:

1. Realizar a expresséo do dominio Grb2-SH2, bem como a sua purificacao.

2. Quantificar e caracterizar a estrutura secundaria do dominio Grb2-SH2 em pH 7,0
e 8,0.

3. Avaliar a estabilidade térmica do dominio Grb2-SH2 em funcéo do pH.
Investigar a interacdo entre o dominio Grb2-SH2 e as moléculas cumarina e morina
por meio da técnica de espectroscopia de fluorescéncia em pH 7,0 e 8,0.

5. Analisar a estrutura secundaria do dominio Grb2-SH2 na presenca das moléculas

de cumarina e morina em fung&o do pH.
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4 5Materiais e métodos

4.5.1 Expressao e purificagcdo do dominio Grb2-SH2

O dominio Grb2-SH2 foi expresso em vetor pET28b em bactéria E.coli Gold
(DE3). As colbnias foram cultivadas em meio LB suplementado com o antibiotico
Canamicina (50 pug/mL), sob agitagdo a 100 rpm, a uma temperatura de 37 °C, até
atingir uma DOesoo = 0,6. Em seguida, acrescentou-se IPTG (Isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranosideo) a uma concentracdo de 0,4 mM para inducdo e o cultivo foi

mantido por 16 horas a 20 °C.

O meio de cultura foi centrifugado a 3583 xg, durante 40 minutosa 4 °C. O
sedimento celular foi ressuspendidas em tampéo de lise (50 mM Tris-HCI com 100
mM NacCl), complementado com 5 mM de inibidor de protease (P2714-1BTL - Sigma
Aldrich®), e posteriormente submetido a lise celular através de sonicacéo pulsada em
12 ciclos de 40 segundos cada (2 segundos ON e 1 segundo OFF, 40 W). A amostra
foi centrifugada a 34.957 xg a 4 °C por 90 minutos. O sobrenadante resultante foi

filtrado em membrana de 0,45 pm Minisart.

O processo de purificacdo manual foi conduzido utilizando uma coluna com
resina IMAC HiTrap HP previamente carregada com cobalto, e equilibrada com
tampéo contendo 50 mM de Tris-HCI, 100 mM de NaCl, 5 mM Imidazol, a um pH de
8,0. O lisado celular filtrado foi entdo aplicado a coluna, e a elui¢céo foi realizada por
aumento gradual da concentracdo de Imidazol, variando de 20 mM até 1 M. Amostras
foram coletadas em cada etapa da eluicdo para avaliar a pureza através de
eletroforese em gel de poliacrilamida poliacrilamida SDS-PAGE 12%.

Ademais, as amostras obtidas do processo de purificacédo por afinidade foram
concentradas para um volume de 2mL e injetadas em uma coluna de resina Superdex
75 para a etapa de gel filtracdo (exclusdo molecular), no qual foi retirado resquicios
de contaminantes e também promover a troca do tampao. Utilizou-se tampéo
contendo 20 mM de NaPi com 100 mM de NaCl em pH 7,0 e 8,0. Novamente, o grau

de pureza do dominio foi verificado por meio de eletroforese em gel SDS-PAGE 12%.
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4.5.2 Espectroscopia de absorcao UV-VIS

A fim de obter a concentracdo do dominio Grb2-SH2 e das moléculas,
efetuaram-se medidas de absorcdo UV-Vis em espectrofotbmetro Varian Cary® 3E
Uv-Visible. As medidas foram feitas utilizando a faixa de leitura de 250 a 500 nm em
temperatura ambiente com cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico. Para o
calculo das concentracdes fez-se a subtracéo do espectro da linha de base do tampéao
e utilizou o coeficiente de extingdo molar €280 = 13.980 M~* cm™ para o dominio Grb2-
SH2 [112]. A cumarina foi diluida em etanol e a concentracéo foi medida utilizando
€277 = 11.438 M~ cm™1[113]. Quanto a molécula de morina, sua diluicdo foi efetuada

em DMSO e a concentragao foi determinada utilizando €271 = 16.949 M~* cm™[114].

4.5.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC)

Os experimentos de DSC aplicados ao o dominio Grb2-SH2 foram realizados
utilizando o equipamento N-DSC Il (TA Instruments, EUA) abrangendo uma faixa de
temperatura entre 20 e 90 °C, com uma velocidade de varrimento de aquecimento e
arrefecimento de 1 °C/min. O dominio Grb2-SH2 foi diluido em tamp&o contendo 20
mM NaPi e 100 mM NacCl ajustado em pH 7,0 e 8,0, com concentracao final de 1,3
mg/ml (150 uM).

Inicialmente, ambas as células calorimétricas foram preenchidas com uma
solugdo tampéo, sendo entdo equilibradas a 20 °C ao longo de 60 minutos.
Posteriormente, essas células foram submetidas a varreduras na faixa de temperatura
previamente mencionada, até a estabilizacdo da linha de base. Em seguida, a célula
destinada a amostra foi preenchida com o dominio Grb2-SH2 e analisada da mesma
forma que a solucédo tampéo. As correcdes da linha de base foram feitas subtraindo
as varreduras “tampao-tampéao” das correspondentes varreduras “proteina-tampao”,

para ambos 0s pHs.

4.5.4 Espectropolarimetria de dicroismo circular (CD)

Os procedimentos experimentais foram realizados em um espectropolarimetro
Jasco J-815, com a finalidade de avaliar a estrutura secundéaria do dominio SH2 em
pH 7,0 e 8,0 na auséncia e presenca das moléculas. As concentracdes foram

calculadas para que as proporc¢des molécula:proteina fossem 1:1, 2:1 e 3:1. Utilizando
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uma cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho Optico, os espectros de CD foram
coletados na faixa de comprimento de onda de 200 a 250 nm. As medicfes foram
realizadas com uma velocidade de varredura de 50 nm/min, resposta de 1 segundo e
10 acumulagdes. Os espectros foram adquiridos até que a fotomultiplicadora atingisse

a voltagem maxima de 600 V, sob fluxo constante de nitrogénio a 4 L.min™*.

As medidas foram realizadas em ambiente termorregulador a 25 °C, utilizando
15 uM do dominio proteico em solu¢do tampao de 20 mM NaPi com 100 mM NaF e
com pH ajustado de acordo com a amostra purificada. Para o célculo das
porcentagens de estruturas secundarias, utilizou-se o programa online BeStSel que
leva em consideragdo a orientacdo e tor¢ao das fitas- e fornece maior precisdo em
uma ampla variedade de estruturas proteicas, incluindo proteinas ricas em folha-p,

proteinas de membrana, proteinas agregadas e fibrilas amiléides [115].

4.5.5 Espectroscopia de fluorescéncia

Os experimentos de supresséao de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram
conduzidos com o propdsito de investigar possiveis interacdes entre os complexos
SH2-cumarina e SH2-morina em pH 7,0 e 8,0. Para tal, foi utilizado um
espectrofluorimetro 1SS PC1 — Champaign II, USA acoplado a um banho térmico
Nestlab RTE-221 — Thermo Electron Corporation, USA. Utilizou-se uma cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico e uma contracdo de 5uM do dominio Grb2-SH2
em solucéo tampao 20 mM NaPi, 100 mM NacCl.

As titulacdes foram executadas em uma faixa que variou de 1 a 15 uM para
cada molécula envolvida no estudo. Durante as analises, a excitacdo das amostras
ocorreu na regido de 295 nm, seguida por uma varredura de emissao entre 305 nm e
500 nm. Foi utilizada uma abertura de fenda de 1 nm. As medi¢cGes foram conduzidas
a trés temperaturas distintas: 288, 298 e 308 K.

A fim de corrigir os efeitos de filtragem interna, foram calculadas as
absorbancias nos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo para ambas as
moléculas, sendo utilizados para esse proposito €em= 7440 M1 cm™ e Eex= 2749 M1
cm™! para a cumarina, bem como €em= 12951 Mt cm™ e €ex= 8260 M~ cm™ para a

morina.
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4 6Resultados e discussodes

4.6.1 Parametros fisico-quimicos do dominio Grb2-SH2

Utilizou-se a ferramenta online ProtParam, acessivel por meio do link

https://web.expasy.org/protparam/, a fim de adquirir as principais informacdes fisico-

guimicas tedricas ao dominio Grb2-SH2. Essas informacdes foram obtidas a partir da
sequéncia de residuos de aminoé&cidos utilizada na construcdo do plasmideo, sendo
0s resultados sumarizados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2: Parametros fisico-quimicos teéricos do dominio Grb2-SH2. Resultados obtidos através
da ferramenta online ProtParam.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS Dominio Grb2-SH2
N° de residuos de amino4cidos 96
Massa Molecular (kDa) 11,18 kDa
Ponto isoelétrico 9,63
Coeficiente de extingcdo molar em 280nm (Mtcm™) 13.980

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.6.2 Purificacdo do dominio Grb2-SH2

A melhor condicdo para a obtenc@o do dominio foi expressar durante 16 horas
apos a inducao com 0,4 mM de IPTG a 20 °C e 100 RPM. Apoés a etapa de sonicacao,
o filtrado foi submetido a um processo de purificacdo por afinidade ao cobalto. A
eluicéo foi realizada utilizando concentracdes de Imidazol que variaram de 20 mM a 1
M. Para assegurar a pureza da amostra e efetuar a troca de tampao, a purificacao por
exclusdo molecular foi realizada. Amostras foram coletadas no pico principal do
cromatograma, correspondendo ao dimero de Grb2-SH2. Os resultados da purificacdo
podem ser visualizados na Figura 4.4, no qual demonstram uma purificacdo de alta
qualidade para o dominio, garantindo a execucdo adequada dos experimentos
propostos neste trabalho.


https://web.expasy.org/protparam/
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Figura 4.4: Purificacdo do dominio Grb2-SH2. (A) SDS-PAGE 12% corado com azul de comassie
referente a purificacdo por afinidade em coluna carregada com cobalto. MM) Marcador molecular; 1)
Flow through; Eluicées de 2) 20 mM; 3) 40 mM; 4) 60 mM; 5) 80 mM; 6) 100 mM 7) 200 mM; 8) 500
mM; 9) 1M de Imidazol em solugdo tampé&o 50 mM Tris pH 8,0; 100 mM NacCl; (B) SDS-PAGE 12%
referente a purificagdo por gel filtracéo com eluigdo em solugédo tampédo 20 mM NaPi pH 7,0 ou 8,0; 100
mM NaCl; (C) Cromatograma referente a purificagéo por exclusdo molecular em AKTA Purifier.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.6.3 Caracterizacdo do dominio Grb2-SH2 por DSC em pH 7,0 e 8,0

A utilizacdo da técnica de DSC (Calorimetria Diferencial de Varredura) revelou-
se importante para determinar a transicao térmica do dominio Grb2-SH2, permitindo
estabelecer a temperatura Otima para conduzir os experimentos subsequentes de
fluorescéncia. Essa abordagem nos possibilitou avaliar a estabilidade térmica em
relacdo as mudancas conformacionais do dominio proteico, levando em consideragéo,

a influéncia exercida pelo pH.

O termograma gerado, que € uma representacdo grafica da variacdo do calor
especifico a pressdo constante em funcdo da temperatura, foi obtido para pH 7,0 e
8,0, conforme demonstrado na Figura 4.5. Ao analisar, torna-se evidente que o
dominio Grb2-SH2 exibe uma temperatura de melting (Tm) em torno de 51°C, em
ambos os valores de pH investigados, indicando uma transicdo endotérmica entre 47
e 56 °C.
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Figura 4.5: Termograma de desnaturacdo do dominio Grb2-SH2. Analise obtida em 150 yM de
Grb2-SH2 em tamp&o 20 mM NaPi e 100 mM NaCl em pH 7,0 e pH 8,0 a uma velocidade de varrimento
de 1 °C/min.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

A analise da Figura 4.5 revela que o aumento do pH esta associado a uma
notavel ampliacdo da regido de desnaturacdo térmica, acompanhada por um
deslocamento na temperatura de melting, claramente observado na curva gaussiana
utilizada para desconvolucionar o termograma. Este fenémeno evidencia um aumento
da estabilidade do dominio em questéo dentro da faixa de pH alcalino, favorecendo,
assim, a preservacao de sua estrutura nativa em comparacao com valor de pH inferior.
Em outras palavras, o dominio Grb2-SH2 mostra-se mais resistente a desnaturacédo
térmica a pH 8,0, conservando sua estrutura em uma amplitude térmica ligeiramente

maior.

Além disso, a andlise comparativa das entalpias de van't Hoff e calorimétrica
sugere que o dominio Grb2-SH2 se comporta como uma proteina de transi¢do de dois
estados, como indicado na Tabela 4.3.

Tabela 4.3: ParGmetros termodindmicos do experimento de DSC. Nele consta a temperatura de
melting, a entalpia calorimetria e a entalpia de van’t Hoff para cada pH.

pH Tm(° C) AHcy (kJ/mol) AHy4 (kJ/mol)
7,0 50,49+0,07 89,17+0,2 98,77+0,9
8,0 50,98+0,06 93,58+0,2 103,56+0,8

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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4.6.4 Espectropolarimetria de dicroismo circular (CD)

Através da andlise dos espectros de Dicroismo Circular (CD), foi possivel
verificar quaisquer mudancas conformacionais que pudessem surgir em resposta a
variacdo do pH. A comparagao dos resultados experimentais foi verificada com a
estrutura cristalografica do dominio disponibilizada pelo PDB (id: 6VK2), o que, por
sua vez, direcionou a escolha do programa mais adequado para a analise dos dados.
Os espectros de CD, apresentados na Figura 4.6, revelaram um aumento significativo
na elipticidade préximo as regides de 208 e 222 nm para a amostra submetida a pH

8,0. Este fendbmeno é uma caracteristica intrinseca das estruturas a-hélice.

Figura 4.6: Espectro de dicroismo circular do dominio Grb2-SH2 em pH 7,0 e 8,0. O espectro de
DC do dominio obtido experimentalmente esta representado pelos circulos vermelhos para pH 7,0 e
preto para pH 8,0 e o ajuste da curva utilizando o programa BeStSel. Dados obtidos com 15 uM de
Grb2-SH2 em tampdo 20 mM NaPi e 100 mM NaF. Sendo CDexp o0s resultados obtidos
experimentalmente e CDcalc os dados ajustados pelo BeStSel.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Para uma abordagem quantitativa, a aplicacdo do programa BeStSel permitiu
calcular as porcentagens de diferentes estruturas e identificou um aumento de 3,1%
nas estruturas a-hélice, acompanhado por uma diminuicdo de 0,9% nas estruturas
fita-B, no pH 8,0 quando comparado ao pH 7,0. Essas variacdes percentuais
observadas nas estruturas de a-hélice e fita-p, identificadas pelo programa BeStSel,
sugerem que o pH ndo provocou mudancas significativas na estrutura secundaria do

dominio. Os dados podem ser observados na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4: Conteldo de estrutura secundaria do dominio Grb2-SH2. Em relacdo com o PDB e
calculado pelo programa BeStSel.

Previsto pH 7,0 pH 8,0

a-hélice 11,5% 8,9% 12%
Fita-B 24,3% 21,1% 22%

Outros 64,1% 70% 66%

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

4.6.5 Espectroscopia de fluorescéncia do dominio Grb2-SH2 e as moléculas de

cumarina e morinaem pH 7,0 e 8,0

Nesse estudo, investigou-se a interacdo entre as moléculas e o dominio
proteico Grb2-SH2 por meio da analise dos espectros de fluorescéncia com excitagao
a A = 295 nm, em diferentes concentracdes de ligantes e sob variacées de pH (7,0 e

8,0), a uma temperatura de 298 K.

Como representado na Figura 4.7, observa-se uma reducgéo na intensidade de
fluorescéncia do dominio Grb2-SH2 & medida que a concentracdo de cumarina
aumenta. Essa reducdo sugere a ligacdo da cumarina ao Grb2-SH2, inibindo a
intensidade intrinseca de fluorescéncia do triptofano, independentemente do pH. Além
disso, um desvio para o vermelho (redshift) no pico maximo de emissao (Amax),
alterando de 333 para 342 nm (AN = 9) em pH 7,0 e de 333 para 346 nm (AA = 13) em

pH 8,0 é observado. A Figura 4.8 ilustra graficamente esse desvio.

Figura 4.7: Espectro de emisséo de fluorescéncia para o complexo SH2-cumarina. A
temperatura de 298 K. (A) pH 7,0. (B) pH 8,0.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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Figura 4.8: Grafico comparativo para o complexo SH2-cumarina em relacdo ao comprimento de
onda maximo (Amax) (circulos verdes) vs o méximo intensidade ( Imax ) (circulos vermelhos) em
funcéo do ligante, para ambos pHs.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Similarmente, a morina também suprimiu a fluorescéncia com o aumento de
sua concentracao, interagindo com os residuos de triptofano do dominio Grb2-SH2.
Observamos um desvio no pico maximo de emissao (Amax), alterando de 333 para 330
nm (AN = 3) em pH 7,0 e de 333 para 329 nm (AA = 4) em pH 8,0, conforme
representado na Figura 4.9. A Figura 4.10 demonstra o desvio para o azul (blueshift)
nos espectros de fluorescéncia com o aumento da titulagéo do ligante em ambos os

pHSs.
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Figura 4.9: Espectro de emissédo de fluorescéncia para o complexo SH2-morina. A temperatura
de 298 K. (A) pH 7,0. (B) pH 8,0.
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Figura 4.10: Grafico comparativo para o complexo SH2-morina em relagdo ao comprimento de
onda maximo (Amax) (circulos verdes) vs o0 maximo intensidade ( Imax ) (circulos vermelhos) em
funcdo do ligante, para ambos pHs.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Esses deslocamentos nos picos de emissdo indicam que os residuos de

triptofano presentes na superficie do Grb2-SH2 estavam em um ambiente mais polar
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e exposto ao solvente na presenca da cumarina, enquanto estavam em um ambiente

mais hidrofébico e menos exposto ao solvente na presenca da morina.

Para determinar o mecanismo de supressao, procedemos a andlise dos dados
de fluorescéncia por meio da equacao de Stern-Volmer, conforme descrito na segao
2.5 deste estudo. A analise (Figura 4.11, Tabela 4.5) revelou que o complexo SH2-
cumarina exibe uma constante de Stern-Volmer maior em pH 8,0 em comparacao ao
pH 7,0, indicando uma maior eficicia do processo em condi¢cdes mais alcalinas. Essa
observacéo pode ser atribuida a vérias razdes, incluindo aumento da reatividade e
melhor acessibilidade do ligante, possiveis mudancas nas propriedades do fluoroforo

e/ou alteracdes na estrutura molecular [49].

Figura 4.11: Grafico de Stern-Volmer. Supressao da fluorescéncia do dominio Grb2-SH2 nas
temperaturas de 288 (preto), 298 (vermelho) e 308 K (verde), pelos ligantes cumarina e morina. (A)
Complexo SH2-Cumarina, pH 7,0. (B) Complexo SH2-Cumarina, pH 8,0. (C) Complexo SH2-Morina,
pH 7,0. (D) Complexo SH2-Morina, pH 8,0.
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Tabela 4.5: Valores obtidos para a constante de Stern Volmer (Ksy). O aumento proporcional em
relacdo a temperatura indica que a supresséao de fluorescéncia ocorre através do mecanismo dinamico.

Cumarina
T (K) Ksv (X107 M1) T (K) Ksv (x108 M)
288 5,5+0,02 288 1,0+0,02
pH 7,0 pH 8,0
289 6,5+0,02 289 1,4+0,02
308 7,2+0,04 308 2,0+0,02
R = 0,919 (coeficiente de correlacéo) R = 0,908 (coeficiente de correlagao)
Morina
T (K) Ksv (x107 M) T (K) Ksv (x10” M)
288 4,4+0,02 288 4,8+0,04
pH 7,0 pH 8,0
289 5,1+0,03 289 4,9+0,03
308 6,0£0,04 308 8,3+0,03
R = 0,960 (coeficiente de correlacéo) R = 0,960 (coeficiente de correlagao)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Além disso, os resultados obtidos mostram um aumento proporcional dos
valores a medida que a temperatura foi elevada, sugerindo que a diminuicdo da
viscosidade do meio facilitou a livre movimentacdo das moléculas no sistema. Isso,
por sua vez, mostra uma intensidade das colisdes entre a molécula e o fluoréforo.
Com base nesses valores, podemos classificar o mecanismo de supressao como

dinadmico [49].

Também, a partir dos dados de supressdo da fluorescéncia, foi possivel
determinar a constante de ligacao (Kv) e do nimero de sitios de ligacdo (n) por
complexo em diferentes temperaturas (288, 298 e 308 K), conforme ilustrado na Figura
4.12 e detalhado na Tabela 4.6. Observa-se que a relacdo ligante-proteina foi
estabelecida como 1:1, indicando que cada dominio possui um ligante associado.
Além disso, a constante Kby foi determinada como sendo moderada, na ordem de 10°
M- para pH 7,0, e um aumento significativo em pH 8,0 para a cumarina. Em relacéo
a morina, a constante de ligacdo permaneceu moderada, na ordem de 10° M,

independentemente do pH.
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Figura 4.12: Grafico duplo logaritmico. (A) Complexo SH2-cumarina, pH 7,0. (B) Complexo SH2-

cumarina, pH 8,0. (C) Complexo SH2-morina, pH 7,0. (D) Complexo SH2-morina, pH 8,0.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Tabela 4.6: Constante de ligagéo (Kp) € numero de sitios de ligagdo (n) da interac&o.

Cumarina
T (K) Kp (x10°M™) n T (K) Kp (x10° M) n
288 3,0+0,01 1,1+0,01 288 1,2+0,01 1,2+0,01
pH 7,0 pH 8,0
298 3,1+0,01 1,1+0,01 298 2,5+0,01 1,2+0,01
308 5,9+0,02 1,1+0,01 308 6,3+0,01 1,4+0,01
R = 0,988 (coeficiente de correlacéo) R = 0,966 (coeficiente de correlagéo)
Morina
T (K) Kp (x10°M™) n T (K) Kp (x10°M™) n
288 1,2+0,02 1,0+0,01 288 1,2+0,03 1,0+0,01
pH 7,0 pH 8,0
298 4,4+0,01 1,1+0,01 298 6,1+0,02 1,1+0,01
308 1,4+0,01 1,0+0,01 308 2,1+0,02 1,0+0,01

R = 0,966 (coeficiente de correlagéo)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

R = 0,966 (coeficiente de correlacéo)

Uma vez obtida a constante de ligagdo, a equagao de van’t Hoff (equacao 23)

foi utilizada para determinar o perfil termodinamico da interacdo entre os complexos
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em ambos os pHs. O grafico de van’t Hoff pode ser visualizado na Figura 4.13, e os
valores dos parametros termodinamicos (AH, AS e AG) estao disponiveis na Tabela
4.7.

Figura 4.13: Grafico de van’t Hoff. (A) Representa o complexo SH2-cumarina. (B) Representa o
complexo SH2-morina.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Tabela 4.7: ParAmetros termodinamicos para os complexos SH2-cumarina e SH2-morina. Valores
obtidos pela equagdo de van’t Hoff referentes nas temperaturas de 288, 298 e 308K.

Cumarina

pH Temperatura (k) AG (kcal/mol) AH (kcal/mol) -TAS (kcal/mol)
288 -7,1+1,4 -15,3+0,9

7,0 298 -7,6+0,8 8,2+1,2 -15,9+0,8
308 -8,2+0,6 -16,440,9
288 -20,4+0,8 -22,7+0,9

8,0 298 -21,2+0,9 2,3+0,5 -23,5+1,2
308 -22,0+0,8 -24,3+1,2

Morina

pH Temperatura (k) AG (kcal/mol) AH (kcal/mol) -TAS (kcal/mol)
288 -6,8+1,4 -11,3+0,9

7,0 298 -7,241,1 4,4+1,5 -11,7+0,6
308 -7,6+1,1 -12,1+0,9
288 -6,9+1,5 -11,7+1,1

8,0 298 -7,3t1,5 4,8+2,0 -12,1+1.,4
308 -7,7£1,8 -12,5+1,1

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Com base nos resultados obtidos, nota-se que a variagcdo de entalpia

permanece constante em ambos 0s complexos, como evidenciado na Tabela 4.7, uma
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vez que o intervalo de temperatura estudado ndo apresenta variacoes significativas.
Em relagao aos valores da energia livre de Gibbs (AG), ambos complexos apresentam
valores negativos, indicando que a interacdo entre o dominio e as moléculas ocorre

espontaneamente em pHs 7,0 e 8,0.

Notavelmente, o complexo SH2-cumarina mostrou um AG maior em pH 8,0,
sugerindo que a interacdo se tornou mais favoravel nessas condicdes. Esse fendbmeno
pode ser atribuido a uma combinacgédo de fatores, incluindo possiveis alteragées nas
concentracdes de espécies ionizaveis, variagdes nas cargas superficiais e possiveis
mudancas na estrutura molecular. Essas mudancas podem influenciar na
espontaneidade da interacdo, tornando-a mais favoravel em pH 8,0 em comparacéo

com pH 7,0.

Além disso, as contribui¢cdes entalpicas e entropica sao positivas, ou seja, AH>0
e AS>0, o que sugere que as interagbes sao predominantemente impulsionadas por
fatores entropicos, caracterizando uma interacdo de natureza hidrofébica. Esses
resultados sdo coerentes com a natureza apolar das moléculas usadas como ligantes.
Dado que o dominio estd imerso em um solvente polar, as moléculas de cumarina e
morina tendem a se acomodar em uma regido de bolso hidrofébico presente no
dominio. Com isso, se induz uma leve mudanca conformacional no dominio, expondo
fragmentos apolares do seu interior ao solvente. Como resultado, ocorre a
reorganizacao das moléculas de agua do solvente ao redor do dominio e dos ligantes,
aumentando a entropia. A aproximacdo de superficies hidrofébicas promove a

desorganizacdo da camada de solvatacdo, favorecendo a interacdo [112,114].

A seguir, apresentamos uma representacdo do perfil termodindmico dos

sistemas investigados na Figura 4.14.
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Figura 4.14: Perfil termodinamico dos complexos estudados em ambos os pHs. Em rosa tem-se
representado a variagdo da energia livre de Gibbs (AG), em roxo a variagao de entalpia (AH) e em azul
a variacao de entropia (-TAS). A partir desse perfil, pode-se identificar o tipo de interacdo predominante
na formacdo dos complexos. (A) Perfil termodindmico do complexo SH2-cumarina, pH 7,0. (B) Perfil
termodindmico do complexo SH2-cumarina, pH 8,0. (C) Perfil termodindmico do complexo SH2-morina,
pH7,0. (D)Perfil termodinAmico do complexo SH2-morina pH8,0.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os ensaios conduzidos com o dominio Grb2-SH2 corroboram com as
pesquisas realizadas previamente pelo nosso grupo com o dimero da Grb2 e as
moléculas cumarina e morina. Nesse contexto, o perfil de interacdo apresentou um
mecanismo de supressdo dinamico e estatico, sendo a supressao dinamica
predominante devido ao aumento de temperatura do sistema, igualmente apresentado
pelo estudo com o dimero de Grb2. Além disso, a natureza da interacdao também foi
caracterizada como hidrofébica e moderada, com uma constante de ligacdo 10°M* e
uma razdo molecular de 1:1 para ambas as moléculas. Isso refor¢a a ideia de que a
ligac@o entre as moléculas ocorre por meio do dominio Grb2-SH2.
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4.6.6 Espectropolarimetria de dicroismo circular na presenca das moléculas cumarina

e morinaem pH 7,0 e 8,0

Com o intuito de investigar as possiveis mudancas na estrutura secundaria do
dominio Grb2-SH2 induzidas pelas moléculas de cumarina e morina. Para tal andlise,
foram conduzidas medidas de espectropolarimetria de dicroismo circular em

condicbes de pH 7,0 e 8,0, conforme representado na Figura 4.15.

Figura 4.15: Espectro de dicroismo circular do dominio Grb2-SH2 na presenca das moléculas
cumarina e morina. Experimento realizado nas proporcdes ligante:dominio [1:1], [2:1] e [3:1] em pH
7,0 e 8,0. (A) Complexo SH2-cumarina, pH 7,0. (B) Complexo SH2-cumarina, pH 8,0. (C) Complexo
SH2-morina, pH 7,0. (D) Complexo SH2-morina, pH 8,0.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023)

Na condicdo de pH 7,0, observou-se um aumento percentual de 2,1% em
estruturas a-hélices e 2,8% em fitas-f com o incremento da concentracéo do ligante
cumarina. Simultaneamente, uma reducao de 4,9% foi identificada nas estruturas
desordenas induzidas pela molécula de cumarina. No caso da molécula de morina,
também em pH 7,0 foi verificado um acréscimo de 7,1% e 4,1% em fitas-3,

respectivamente.
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Com relacdo ao pH 8,0, observou-se uma diminui¢do de 7% nas estruturas a-
hélices e um aumento de 3,2% nas fitas-p na presenca da cumarina. Adicionalmente,
um aumento de 3,8% foi identificado nas estruturas desordenadas. No caso da
molécula de morina, constatou-se uma diminui¢ao de 3,6% nas estruturas a-hélices e

um aumento de 7,7% nas fitas-.

Os resultados evidenciam que tanto o aumento da concentracao do ligante
quanto a variacdo do pH afetaram de maneira distinta a estrutura secundaria do
dominio Grb2-SH2. Notavelmente, as alteracbes estruturais mais significativas foram
observadas em pH 8,0. Todos os valores obtidos estdo detalhados na Tabela 4.8 para

referéncia adicional.

Tabela 4.8: Valores da estrutura secundaria do dominio Grb2-SH2 na presenc¢a das moléculas
cumarina e morina. Andlise feita pelo programa online BeStSel, na presenca de diferentes
concentrac¢des das moléculas, em pH 7,0 e 8,0.

Cumarina

pH ﬁ?;:ﬁg?ﬁgo a-Hélice Fita-B Outros
[1:1] 9% 21,9% 69,1%

7,0 [2:1] 11% 22,3% 66,7%
[3:1] 11,1% 24,7% 64,2%
[1:1] 13,7% 18% 68,3%

8,0 [2:1] 7% 20% 73%
[3:1] 6,7% 21,2% 72,1%

Morina

pH Cl?gaclftr;t:rsaﬁgo a-Hélice Fita-B Outros
[1:1] 11,8% 19,2% 69%

7,0 [2:1] 19% 25,3% 55,7%
[3:1] 18,9% 23,3% 58,7%
[1:1] 15,6% 25,4% 59%

8,0 [2:1] 14,5% 26,1% 60,4%
[3:1] 12% 33,1% 54,9%

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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4.7Conclusao

Na presente etapa do estudo, destacamos a caracterizacdo do dominio Grb2-
SH2 e a sua interacdo com as moléculas cumarina e morina, considerando a variagao
do pH.

Uma parte fundamental deste estudo consistiu em avaliar a influéncia do pH na
estrutura secundaria e na estabilidade térmica do dominio Grb2-SH2. Nossas analises
por dicroismo circular evidenciaram que o pH né&o interfere na estrutura segundaria do
dominio. No entanto, a caracterizacao por DSC revelou que o aumento do pH esta
correlacionado com uma expansao significativa na regido de desnaturacdo térmica,
resultando em uma mudanca na temperatura de melting. Além disso, ao compararmos
as entalpias de van't Hoff e calorimétrica, observamos que o dominio Grb2-SH2 segue
um padréo tipico de transi¢éo entre dois estados.

Os resultados obtidos pela supressdo de fluorescéncia indicaram uma
interacao favoravel, entropicamente dirigida e guiada por efeitos hidrofébicos (AG < 0;
AH e AS > 0) para ambas as moléculas, tanto em pH 7,0 quanto 8,0, com uma

constante de afinidade de ordem moderada e na proporgéo de um ligante por proteina.

As analises por dicroismo circular do dominio na presenca das moléculas
revelaram um aumento nas porcentagens de a-hélices e fitas-B em ambos os pHs,

sendo as alteracdes estruturais mais pronunciadas observadas em pH 8,0.

Com base nesses resultados, € evidente que o dominio Grb2-SH2 apresenta
uma sensibilidade na conformagéo estrutural diante da variagcdo de pH, influenciando
na interacdo com as moléculas antitumorais cumarina e morina, ainda que mais

experimentos sejam necessarios para comprovar tais mudancas estruturais.

Ainda assim, essas informac¢des poderdo contribuir para o desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas, destacando a importancia de estudar o dominio em
diferentes condi¢cbes de pH para compreender seu comportamento e suas interagdes

em contextos fisioldgicos e terapéuticos.
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5. CARACTERIZACAO TERMODINAMICA DA INTERACAO ENTRE A PROTEINA
GRB2Y16%F E O DNA G-QUADRUPLEX

5.1 Via de reparo de DNA

A instabilidade genémica, o aumento da proliferacéo e a evasao da apoptose
sdo uma das caracteristicas das células cancerigenas. As alteracdes na estrutura do
DNA ocorrem frequentemente ao longo do ciclo celular, sendo consequéncia a
exposicdo de agentes exdgenos ou como influéncia de agentes enddgenos. Essas
alteracdes no material genético podem desencadear mutacfes, as quais, por sua vez,

tém o potencial de acarretar diversos tipos de cancer [116,117].

Entre as alteracdes do DNA, as quebras na dupla fita (DSBs) tendem ocasionar
a perda de informacéo genética, instabilidade gendmica e ativar mecanismos de morte
celular quando ndo sédo devidamente reparadas [118]. O reparo por recombinacdo
homologa (HR) é o principal mecanismo empregado para reparar DSBs durante o
processo de replicagdo do DNA. Este processo utiliza uma sequéncia genética
homéloga como modelo para reconstituir, com precisao, a sequéncia afetada pela
guebra na dupla fita de DNA [119]. Na maioria dos casos, a regido homéloga presente
na cromatide irma é utilizada como molde para corre¢cdo da quebra na fita dupla,
minimizando possiveis erros e perdas e, consequentemente, garantindo uma

reparacao mais precisa [120].

A recombinacdo homéloga ocorre somente durante as fases S e G2 do ciclo
celular, quando o cromossomo homologo esté disponivel para servir como molde de
DNA. Esta via de reparo esta diretamente associada a resolucdo de DSBs resultantes
do colapso da forquilha de replicacdo durante a replicacdo do DNA em células
somaticas, sendo crucial na preservacgéo da integridade gendmica [121].

Como mencionado, o complexo MRN, composto por Mrell, Rad 50 e Nbs1,
ativa a via de recombinacdo homologa ao reconhecer DSBs, ativando a cinase ATM
e recrutando-a para o local da quebra [122]. Posteriormente, endonucleases clivam
as extremidades das fitas de DNA, gerando terminais 3’ de fita simples (ssDNA) os
quais séo estabilizados pela ligacdo da proteina RPA [123]. O proximo passo da via
consiste na formacao dos filamentos capazes de invadir a cromatide irm&, e a proteina

BRCA2 facilita a substituicdo de RPA por RAD51, uma proteina que desempenha
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papel central na via, uma vez que € responsavel pela formacéo dos filamentos de
nucleoproteinas necessarios para a invasao e a busca por regides homologas [124].
A invaséo leva a formacdo de uma estrutura D-loop, a partir da qual o reparo pode
seguir através da formacédo de juncdes de Holiday ou de um modelo que finaliza o
reparo sem este tipo de juncéo [119]. Ao encontrar a regido homéloga, a Pol & é
recrutada para finalizar o reparo [125]. Um esquema representativo dessa via pode

ser observado na Figura 5.1.

Figura 5.1. Esquema da via de recombinagdo homéloga no reparo de quebras de fita dupla do
DNA. A ativagdo da via de recombinag&o homologa inicia-se com o complexo MRN reconhecendo a
DSB. Isso desencadeia a ativagdo da cinase ATM e a recrutamento da endonuclease para gerar
terminais 3’ de ssDNA, estabilizados pela RPA. A proteina BRCAZ2 facilita a substituicdo de RPA por
RAD51, crucial na formacao dos filamentos para invadir a cromatide irma. A formacéo do D-loop permite
0 reparo através de jung8es de Holiday ou um modelo alternativo, finalizando o reparo ao encontrar a
regido homologa.
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Fonte: Adaptado de [119].

Diversos fatores, sejam exdgenos e endogenos, desencadeiam lesées no DNA,
incluindo exposicfes a agentes fisicos, quimicos, erros de replicacédo, hidrélise de
bases em depurinacéo ou depirimidinacéo, exposi¢cao a espécies reativas de oxigénio
(EROs) que provocam oxidacdo e quebra do DNA, bem como a formagédo de

estruturas secundarias no DNA [126-129].

Estas estruturas secundarias, como o DNA G-quadruplex, durante a reparacéo

por HR, possuem potencial para causar paradas na forquilha de replicacédo e,



50

potencialmente, originar quebras na dupla fita do DNA, contribuindo para a

instabilidade gendmica e possivelmente para o desenvolvimento de patogéneses [40].

Para contornar este problema, tem sido investigado a busca por compostos
estabilizadores ou inibidores das estruturas de DNA G-quadruplex. Entre eles, as
proteinas envolvidas na via de reparo por homologia [130]. E relevante ressaltar que
a proteina Grb2 tem a capacidade de recrutar a proteina Mrell para locais de danos
no DNA de maneira eficaz [22]. Embora ainda n&o exista evidéncias concretas sobre
a interacdo entre a proteina Grb2 e estruturas secundarias de DNA, explorar novas
perspectivas nessa area é de grande interesse para obter contribuicbes mais

significativas para a integridade do genoma.

Estudos sobre essa interagcdo sdo fundamentais para a compreensao da
patogénese de doencas associadas a instabilidade gendmica, o desenvolvimento de
novas terapias e a elucidar os mecanismos subjacentes a regulacao da replicacédo do

DNA e a manutencéo da estabilidade do genoma [40].

5.2 DNA G-quadruplex

O DNA G-quadruplex sdo estruturas nucleicas ndo canénicas, formadas por
quatro fitas, que surgem em sequéncias ricas em guanina, organizadas em tétrades
ligadas por pontes de hidrogénio do tipo Hoogsteen (Figura 5.2). A formac&o de um
G-quadruplex é viabilizada pelo empilhamento de trés quartetos de guanina,
estabilizados por cations monovalentes (Na+ ou K+) [130,131].

Figura 5.2: Representacdo de um DNA G-quadruplex. (A) A imagem mostra a associagdo entre
guaninas formando um G-tétrade, sendo M+ o cation monovalente (B) Imagem em cartoon de uma
estrutura G-quadruplex.
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Esses G-quadruplex podem adotar uma ampla variedade de conformacdes, as
quais sao influenciadas pelo tamanho e sequéncia das alcas intermediarias. Essas
conformacdes sdo classificadas como paralelas, antiparalelas e hibridas, sendo
ilustradas na Figura 5.3. Esta diferenciagdo implica em notaveis variacbes em sua
estabilidade e propriedades moleculares. Estima-se que existam mais de 300.000
locais com potencial para a formacdo de estruturas de DNA G-quadruplex em

genomas humanos [132].

Figura 5.3: Representacdo das trés conformacgdes classificadas como paralelas, antiparelas e
hibridas.
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Fonte: Adaptado de [130] - criado com Biorender.

A localizagéo dessas estruturas de DNA néo é aleatoria, mas sim especifica,
concentrando-se em regides genbmicas como telémeros, locais de inicio da
transcricdo e locais de quebras de dupla fita de DNA (DSBs) [133,134]. Além disso,
estudos in vivo evidenciam a ocorréncia de formacdo de DNA G-quadruplex em
processos celulares fundamentais, como transcricdo de DNA, traducdo e manutencgao
de telomeros [132,135].

Certas proteinas desempenham um papel importante na formacdo dessas
estruturas [136] e dependendo da localizagéo, a formacao de G-quadruplexes pode
desencadear instabilidade no genoma, afetando a transcrigdo génica, causando

interrupcdes na forquilha de replicacéo ou induzindo mutagdes [137-140].
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5.3 OBJETIVO

As estruturas secundarias de DNA, especialmente o G-quadruplex, séo
reconhecidas pelo seu potencial em desencadear a instabilidade do genoma. Sabe-
se que a localizacdo da Grb2 no nucleo foi relatada ha algum tempo, e recentemente
foi observado a interacdo da Grb2 com a proteina Mrell, formando o complexo GM,
importante para o reparo na quebra da fita dupla de DNA. Com o intuito de explorar
uma possivel nova funcéo, este estudo teve como objetivo investigar a interacéo da

proteina Grb2 com o DNA G-quadruplex. Assim, o presente trabalho propde:

1. Realizar a expressao e a purificacdo da proteina Grb2 mutante Y160F, conhecida
por favorecer o estado monomérico.

2. Preparar e verficiar as estruturas de DNA G-quadruplex.

3. Investigar a interacéo entre a proteina Grb2Y16%F e duas diferentes sequéncias de

DNA G-quadruplex utilizando a técnica de espectroscopia de fluorescéncia.
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5.4 Materiais e métodos

5.4.1 Expressdo e purificacédo da proteina Grb2y160F

A proteina Grb2Y'F foi expressa em vetor pET28b em bactéria E.coli Gold
(DE3). As coldnias foram cultivadas em meio de cultura LB com adi¢cao de Canamicina
(50 ug/mL) sob agitacéo de 100 rpm, a 37 °C, por 16 horas. Com o final da incubacéo,
foram adicionados a cultura de bactérias crescidas em meio pré meio-minio de cultura
M9 (Anexo I) estando com densidade Optica (DOsoo) inicial de 0,2. Em seguida, foi
mantida sob agitacdo de 100 rpm a 37 °C até atingir a DOeo0o = 0,8. Adiante, 0 meio de
cultura foi centrifugado a 5000 xg, em 20 °C durante 20 minutos, apds esse periodo,
o pellet formado foi ressuspendido em um litro de meio-minimo de cultura M9 (Anexo
). Novamente, o meio foi mantido em agitacéo até atingir a DOsoo necesséria e o meio
de cultura foi induzido com 0,4 mM de IPTG, permanecendo incubada em 100 rpm

overnight por 16 horas.

Em seguida, o meio de cultura foi centrifugado a 3583 xg por 40 minutos a 4
°C. As células foram ressuspendidas em tampao de lise (50 mM Tris pH 8,0; 100 mM
NaCl; 0,5 mM PMSF) e depois submetido a lise celular através de sonicacéo pulsada
em 12 ciclos de 40 segundos cada (2 segundos ON e 1 segundo OFF, 40W). A
amostra foi centrifugada a 34.957 xg a 4 °C com duracdo de 90 minutos. O
sobrenadante foi filtrado em 0,45 pm Minisart®. Aliquotas de antes e apds a inducéo

foram coletadas para verificacdo da mesma em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12%.

Utilizou-se o sistema de purificagdo manual com resina IMAC HiTrap HP
previamente carregada com cloreto de cobalto, e equilibrada com tampao Tris-HCI (50
mM de Tris-HCI; 100 mM de NaCl, 5mM Imidazol e 1 mM de BMercaptoetanol, pH =
8,0). Em sequida, o lisado de células filtrados anteriormente foram aplicados a coluna
e eluidos com aumento gradativo da concentracéo de Imidazol nas concentragdes que
variou de 20 mM a 1 M. Coletou-se amostras em cada aumento de concentracéo de
Imidazol para posteriormente verificar a pureza em que se encontravam em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12%. A amostra foi concentrada com por¢des retirada da
etapa de purificacdo por afinidade e, logo apods, feita a purificacdo por exclusédo
molecular utilizando a coluna Superdex 75 (GE Life Science®) para retirada de

contaminantes e também pela troca da solu¢cdo tampdo da amostra. Foi utilizado
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tampao Fosfato (20 mM fosfato de sddio, 100 mM NaCl e 1 mM de B-Mercaptoetanol
em pH = 7,0). A pureza da amostra apds a purificacdo por exclusdo molecular foi
verificada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de 12%.

5.4.2 Formacéo da estrutura de DNA G-quadruplex

Neste ensaio foram adquiridos espectros recorrendo de duas sequéncias de
oligonucledtidos: 14 nT - 5-/IGGGAGGGGGGGAGGG-3'e sequéncia 18 nT 5'-
IGGGAGGGAGGTGGGGGGG-3'. Estas sequéncias foram adquiridas em parceria
com o Prof. Zamal Ahmed, do The University of Texas. As amostras de DNA foram
preparadas com tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,4, depois aquecido a 368
K por 10 minutos, seguido por arrefecimento lento até a temperatura ambiente durante
16 horas.

Para verificar a formacdo da estrutura G-quadruplex foi empregado o
experimento de dicroismo circular, sendo realizado num espectropolarimetro Jasco J-
815 equipado com um controlador de temperatura Peltier CDF-426S e usando uma
célula de 1 mm. Neste ensaio foram coletados espectros entre 240 e 350 nm, com

uma acumulacéo de 10 varrimentos, a 298 K.

5.4.3 Espectroscopia de UV-visivel para determinar as concentracfes da proteina
Grb2y160F e do DNA

Para a proteina Grb2Y'6%F foi utilizado o coeficiente de extingdo molar de
36.565 cm*M*t 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 optico. O
espectro de absorcdo de UV-Vis foi registrado de 220 a 500 nm, fazendo-se a
subtracdo da linha de base do tampdo da solugcdo analisada. O calculo da

concentracéo foi feito segundo a equacéo de Beer-Lambert.

Para o calculo da concentracdo do DNA G-quadruplex, utilizou-se também o
espectrofotometro Cary 3E spectrophotometer (Varian, Palo Alto, CA) equipado com

uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho Optico e o espectro de absorcédo foi
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registrado de 240 a 330 nm, foi utilizado o site AAT Bioquest para determinar as

concentracdes de DNA.

5.4.4 Espectroscopia de fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram realizadas no espectrofluorimetro ISS PC1
— Champaign Il, USA acoplado ao banho térmico Nestlab RTE-221 — Thermo Electron
Corporation, USA em cubeta de quartzo de 1 cm de caminho Optico, em temperaturas
de 288, 298 e 308 K, para realizar a caracterizacdo termodinamica entre Grb2Y6%F e
DNA G-quadruplex, tanto com a sequéncia de 18 nT e 14 nT, com abertura das fendas
de emisséo e excitacdo ajustadas em 1 nm. Os triptofanos da proteina Grb2Y16%F foram
excitados em 295 nm com a faixa de emissao de 305 a 500 nm. A supressdo de
fluorescéncia foi feita com a concentracdo de Grb?Y16F foi mantida constantemente a

5 uM, titulando-se concentracédo de DNA que variou de 1 a 10 uM.

5.5 Resultados e discussdes

5.5.1 Parametros fisico-quimicos da proteina Grb2y160F

A proteina Grb2Y6%F possui cinco residuo de triptofano, massa molecular de
aproximadamente 25 kDa, ponto isoelétrico teorico (pl) de 5,89 e coeficiente de
extingdo molar de 36.565 cm*M! (Tabela 5.1).

Tabela 5.1: Parametros fisico-quimicos tedricos da proteina Grb2Y1¢%F, Resultados obtidos através
da ferramenta online ProtParam.

PARAMETROS FISICO-QUIMICOS Dominio Grb2-SH2
N° de residuos de aminoéacidos 217
Massa Molecular (kDa) 25,2 kDa
Ponto isoelétrico 5,89
Coeficiente de extingdo molar em 280nm (M*cm™) 36.565

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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5.5.2 Expresséao e purificacdo da proteina Grb2y160F

A proteina Grb2Y16%F foi expressa, segundo o protocolo, descrito na se¢éo 5.4.1
de materiais e métodos, e o resultado pode ser visto na Figura 5.4 - A. E possivel
observar a banda correspondente a proteina Grb2, um pouco acima de 25 kDa. Os
resultados dos processos de purificacdo tanto por afinidade quanto por exclusédo
molecular podem ser visualizados através dos géis de acrilamida e do cromatograma
(Figura 5.4 — B e C). As bandas de proteina nos géis mostram que a proteina foi

purificada com um grau de pureza acima de 95%.

Figura 5.4: SDS-PAGE a 12% corado com Coomassie brilliant blue. (A) Antes (A.l) e depois (D.I)
da inducdo da expressdo da proteina Grb2y16F em E.coli Gold (DE3). (B) Gel de purificagcdo por
afinidade. (C) Gel de purificagéo por exclusédo molecular.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.5.3 Avaliacédo da formacéao da estrutura do DNA G-quadruplex por dicroismo circular

Antes de realizar o ensaio para investigar a interacao entre a proteina e o DNA
G-quadruplex, foi necessario confirmar a formacdo dessa estrutura nas sequéncias
em estudo. Para tal, as sequéncias 14 e 18 nT foram preparadas em solucdes
descritas na secao 5.4.2, favorecendo a formacdo de G-quadruplex. Foram obtidos
espectros de dicroismo circular (CD) das sequéncias de modo a identificar a topologia
dessas estruturas. Conforme representado na Figura 5.5, tanto o espectro da
sequéncia 14 quanto da 18 nT apresentam uma banda de elipticidade positiva a 260
nm e uma banda negativa a 240 nm, caracteristicas tipicas de um G-quadruplex de

topologia paralela [141].
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Figura 5.5: Gréafico resultante da andlise de dicroismo circular com amostras do DNA G-
quadruplex contendo tampéao 100 mM fosfato de potassio pH 7,4.

157 N\
e Bl Tampio M)
- Il onAtanT Y/
" B onat8eT [ \
= o
= 4
o o
o
S o
w 5_
A o
) <
[
(=] -
=
— 4
@ ]
_5_| T T T | T T T I T T T I T T T I T T T ] T T T I T T T I

200 220 240 260 280 300 320 340
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

5.5.4 Determinacgdo da interacdo entre a proteina Grb2Y16F e 0 DNA G-quadruplex por

espectroscopia de fluorescéncia

A andlise dos resultados de supresséao de fluorescéncia, conforme evidenciado
na Figura 5.6, indica que ha interacdo entre Grb2Y16%F e ambas as sequéncias de DNA
G-quadruplex. Observa-se uma reducao na intensidade de fluorescéncia a medida
gue a concentracdo do DNA aumenta. Esta reducéo na intensidade de fluorescéncia
da proteina, em decorréncia do aumento na concentracdo do DNA no microambiente
proteico adjacente aos residuos de triptofano, sugere interagdo em regides

especificas que abrigam esses residuos.

Figura 5.6: Analise do espectro de fluorescéncia da proteina Grb2Y'%F com DNA G-quadruplex
de 14 e 18 nT. A varredura da emisséo de fluorescéncia da proteina foi feita entre 305 e 500 nm, com
comprimento de excitacdo de 295 nm, e com a adi¢do de concentracdes crescentes dos DNAs.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
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A fim de compreender o mecanismo subjacente a essa supressao, a constante
de Stern-Volmer (Ksv) foi determinada por meio da regresséo linear dos dados, como

apresentado no gréafico da Figura 5.7.

Figura 5.7 - Gréafico de Stern-Volmer para ainteragdo Grb2Y6%F com os DNAs 14 e 18 nT. A relagdo
entre a fluorescéncia da proteina na auséncia e na presenca dos ligantes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Os valores do Ksy, resumidos na Tabela 5.2 para cada uma das temperaturas
investigadas (288, 298 e 308 K), indicam que esta constante é proporcional ao
aumento da temperatura, tanto para o DNA 14 quanto para o 18 nT. Sugerindo que o

mecanismo de supressao € do tipo dinamico.

Tabela 5.2: Valores obtidos para a constante de Stern Volmer (Ksy). O aumento proporcional em
relacdo a temperatura indica que a supresséao de fluorescéncia ocorre através do mecanismo dindmico.

Grb2-DNA 14 nT Grb2-DNA 18 nT
T (K) Ksv (x 10°M71) T (K) Ksv (x 10°M1)
288 7,9+0,2 288 7,6%0,1
298 6,9+0,2 298 7,1+0,1
308 8,6+0,3 308 8,1+0,1
R = 0,788 (coeficiente de correlacéo) R = 0,820 (coeficiente de correlagéo)

Fonte: Elaborado pela autora (2023).
A partir dos dados de supresséo da fluorescéncia, torna-se possivel estimar as
constantes de ligacdo Ky e 0 niumero de sitios de ligagédo (n) utilizando a equacao do

duplo-log. A Figura 5.8 mostra os graficos para a proteina e as amostras de DNA de
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14 e 18 nT em diferentes temperaturas (288, 298 e 308 K), ajustados por essa
equacao.

Figura 5.8: Gréafico de duplo-log para a supresséo de fluorescéncia da Grb"'%%F pelo DNA. Nos
insertos de cada gréafico de duplo-log esta o grafico de van’t Hoff.
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).
Ao analisar a Tabela 5.3, observa-se que, para ambas as sequéncias de DNA,
0 numero de sitios de ligacéo é de aproximadamente 1 ligante/proteina e apresentam
uma interagao que é definida como moderada, sendo o DNA 14 nT de ordem 10°e o
DNA 18 nT de ordem 104.

Tabela 5.3: Valores das constantes de ligagdo (ky) € nimero de sitios de ligagéo (n).

Grb2-DNA 14 nT Grb2-DNA 18 nT
T (K) Kp (x105 M) n T (K) Kb (x10* M) n
288 1,9+0,2 0,8+0,1 288 7,4+0,2 0,9+0,1
298 1,4%0,2 0,8+0,1 298 5,4+0,2 0,9+0,1
308 1,0£0,3 0,8+0,1 308 1,1#0,2 0,90,1

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Ademais, a analise da relagdo de van’t Hoff (Figura 5.9, Tabela 5.4) permitiu
calcular os parametros termodinamicos, revelando que a interacdo em ambos 0s
sistemas € espontanea e segue uma direcdo entropicamente favoravel. O valor
negativo obtido para a entalpia (AH < 0), associado a um AG < 0 e -TAS < 0, sugere
que a interacdo €& exotérmica, entropicamente favorecida e espontanea. Essas
caracteristicas sao tipicas de ligacfes fracas e interacées ndo covalentes, como as

forcas de van der Waals.
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Tabela 5.4: Valores das variagdes da energia livre de Gibbs AG, de entalpia AH e entropia AS.

DNA Temperatura (K) AG (kcal/mol) AH (kcal/mol) -TAS (kcal/mol)
288 -33,41,4 -40,840,9

14nT 298 -34,8+0,8 -7,3+1,2 -42,2+0,8
308 -36,2+0,6 -43,610,9
288 -81,3+2,8 -97,615,2

18 nT 298 -84,7+3,2 -16,3+2,9 -101,0+4,9
308 -88,1+3,6 -104,4+5,6

Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Figura5.9: Perfil termodinamico da GrbY®%F com os DNAs. Em rosa tem-se representado a variagdo
da energia livre de Gibbs (AG), em roxo a variagdo de entalpia (AH) e em azul a variagdo de entropia
(-TAS).
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Fonte: Elaborado pela autora (2023).

Esses resultados indicados pela técnica de espectroscopia de fluorescéncia
mostram que a sequéncia de 14 nT possui caracteristicas estruturais ou
composicionais que permitem uma interacdo mais eficaz com a proteina Grb2Y16%F em
comparacao com a outra sequéncia. Essa diferenca na interacéo pode ter implicacdes
significativas na compreensao da funcdo dessas sequéncias de DNA no contexto
biolégico ou na concepcdo de terapias e intervencdes baseadas nessa interagdo
proteina-DNA.
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5.6 Concluséo

A presenca da proteina Grb2 no ndcleo levanta a possibilidade de sua
influéncia na estabilizacdo ou inibicdo na formacdo estruturas secundarias de DNA,
como o G-quadruplex, assim como outras proteinas associadas a via de reparo por
homologia. Isso poderia contribuir significativamente para o reparo eficiente dos danos
ao DNA, ainda que careca de evidéncias experimentais para validacdo. Em busca
desse entendimento, investigamos a interagéo da forma monomeérica da proteina Grb2

com essas estruturas de DNA, utilizando espectroscopia de fluorescéncia.

Os experimentos revelaram que a Grb2Y1%F se liga as sequéncias de DNA G-
quadruplex (14 e 18 nT) por meio da supressao dinamica, evidenciando uma Ksv da
ordem de 10° M-1. Observou-se que a supressdo ndo é completa na presenca desses
DNAs, sugerindo uma ligagdo em um dominio especifico, suprimindo os sinais de
fluorescéncia dos triptofanos nessa regido, enquanto outros triptofanos permanecem

livres para fluorescer.

A andlise resultou que nos dois sistemas, temos 0 numero de sitios de ligacao
na proporcéo de 1:1 (ligante/proteina). A constante de associagdo é de ordem de 10°
M-1 para o complexo Grb2¥16% com o DNA 14 nT e de 10* M! para o DNA 18 nT,

indicando uma afinidade moderada.

Os valores de energia livre de Gibbs foram negativos (AG < 0), sugerindo que
a interacdo € exotérmica, entropicamente favorecida e espontanea, caracteristicas
tipicas de interacdes ndo covalentes, como as for¢as de van der Waals. Esses dados
enfatizam a relevancia de compreender as interacdes proteina-DNA, uma vez que
podem ter implicagcdes fundamentais no reparo do DNA e na manutencdo da

estabilidade gendmica, oferecendo novas abordagens para potenciais estratégias

terapéuticas.
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ANEXO | — MEIO MINIMO M9
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Meio minimo M9 — 200 ml

H20 Milli-Q® 50 ml
CaCl2 (1 M) 20
TS2 (0.2 V%) 400 pl
Fe Il (10 mM) 200 pl
Ampicilina (50 mg/ml) 200 pl
Coquetel de Vitaminas 200 pl
B2 200 pl
B1 200 pl
MgS0a4 (1 M) 400 pl
Glicose (20%) 5mi
NH4CI 029
Completar até 200 ml com H20 Milli-Q®

Meio minimo M9 — 1000 ml
H20 Milli-Q ® 200 ml
CaCl2 (1 M) 100 pl
TS2 (0.2 V%) 2 ml
Fe Il (10 mM) 1ml
Ampicilina (50 mg/ml) 1mi
Coquetel de Vitaminas 1mi
B2 1ml
B1 1ml
MgSOa4 (1 M) 2ml
Glicose (20%) 50 ml
NH.CI 1g
M9 (5x) 200 ml

Completar até 1000 ml com H20 Milli-Q ®




