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RESUMO

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

resultados da fluorescéncia indicando trés possiveis sitios de interacao.

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



ABSTRACT

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

fluorescence indicating three possible sites of interaction.

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

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

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

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

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

Bases estruturais de uma ligacdo de um dominio SH3 a um

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

Figura 08:
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residuos (circulo) ligados por ligagbes de amida (linhas). As
unidades de ®P do dipeptideo séo representadas pelas linhas em
negrito, os residuos do dominio SH3 encontrados no sitio de
interacdo sao representados em retangulos. A) Dominio SH3 da
proteina beta-PIX complexado com um peptideo derivado da AlP-
4 (PDBid: 2P4R.pdb). O peptideo contém o motivo de classe |
(RIK)X®PPx®P. B) Dominio SH3 da proteina p40(phox)
complexado com um peptideo derivado da p47(phox) (PDBid:
1W70.pdb). O peptideo conttm o motivo de classe Il
OPxPPx(R/K).

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

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

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

por afinidade. FLOW through — Solucao originaria da expresséo do

27

39

57



Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

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

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

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

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

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

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

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

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

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

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

trés possiveis regibes de menor energia onde pode estar
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ocorrendo a interacdo. Em azul esta representado as folhas-f3, em
cinza representado as alcas e em rosa representado a hélice 319

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

1.1.  SINALIZACAO CELULAR

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

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

importante no reconhecimento de proteinas parceiras [05].

[20 L




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

Meio Receptor de

extracelular fator de
crescimento

TnnTae A T TATAmANAY
JUULLLLLL LU JAUAULLILL

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

SH3n /,

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

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

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

FATOR DE

A) B) .— crescimento  ©)

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

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

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

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

FATOR DE
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Fonte: Sanches, K; 2019 — Adaptado.

1.3. O DOMINIO SH3C

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

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

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

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

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

A) Hélice 3, B)

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

BS %,

Alca Distal Alga RT Hé|‘i‘ce 3

10

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

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

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

orientacdes opostas [34].

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

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

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

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

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

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

cumarina sera brevemente introduzida na secdo seguinte.

1.4. CUMARINA

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

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

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

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

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

Fenilcumarinas Isodispar B
9%
O

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

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

(

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

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

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

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

em areas multidisciplinares.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. PRINCIPIOS BASICOS DE FLUORESCENCIA

A espectroscopia de fluorescéncia se baseia na detecgdo da emissédo de
fotons para determinar a energia absorvida e emitida por diversas moléculas [44].

Pela Mecanica Quantica é possivel determinar essa energia absorvida:

E=hv=— (01)

onde v é a frequéncia da luz, A o comprimento de onda e h a Constante de Planck
(6,626x107% J*s) [41].

O fenbmeno € descrito sob a suposicdo de que um elétron em um
determinado atomo sofra a interacdo positiva com os protons do nucleo e interacao
negativa com os outros elétrons [40]. Pela Mecéanica Quantica, cada elétrons é
descrito por uma fungao de onda ye, sendo que o conjunto formado por elétrons e
nacleos devem obedecer O Principio de Exclusdo de Pauli [41]. Utilizando a
Aproximacao de Born-Oppenheimer, os movimentos dos elétrons e dos nucleos
podem ser analisados separadamente possuindo uma funcdo de onda total que
relaciona a funcdo de onda do elétron com a fun¢éo de onda do nucleo:

l/)T = l/)e (T', R)xl/)nu(R) (02)

sendo r a coordenada do elétron e R a coordenada do nucleo [41].

O elétron possui uma posicao r nativa correspondente ao arranjo nuclear
mais estavel, quando uma radiacdo eletromagnética atravessa o elétron, parte da
radiagéo € absorvida em um comprimento de onda Aa, passando do estado de mais
baixa energia (estado fundamental) para um estado de maior energia (estado
excitado) (Equacao 03) [40, 41].
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hc
AE,, = — 03
12 A, (03)

No entanto, quando o elétron voltar para seu estado fundamental ocorre

emisséao de radiagdo com comprimento de onda Af:

hc
AE,, = — 04
21 s (04)

Uma propriedade importante a se destacar € que o espectro da radiacdo

emitida é independente do comprimento de onda que foi absolvido [40].

2.1.1. Supresséo de fluorescéncia

Pensando na relagao entre Ar € Ay Sabe-se que as proteinas ndo possuem
um alto rendimento quéantico, definido como o numero de fétons emitidos pelo
namero de fétons absorvidos. Entretanto o estudo de fluorescéncia tem tido um
papel importante nas pesquisas atuais [40].

Os residuos de aminoacidos nao apresentam uma absor¢édo da radiacdo na
regido do visivel, sendo que apenas trés absorvem radiacdo na regiao do ultravioleta
[40], sendo eles: Triptofano (Trp), Tirosina (Tyr) e Fenilalanina (Phe). Esses residuos
de aminoacidos sdo conhecidos como fluoréforos e possuem a capacidade de
absorver fétons nos comprimentos de onda Ay, = 280 nm, Aty = 274 nm € Appe = 257
nm, sendo que essa absorcao faz com que os elétrons da molécula saiam do estado
fundamental partindo para um estado excitado, e quando eles retornam para o
estado fundamental ocorre a perda de energia do elétron fazendo com que ele emita
um foéton de comprimento de onda maior [40].

O Triptofano presente nas proteinas servem como uma sonda fluorescente
eficiente para monitorar mudancas fisico-quimicas ocasionadas pela interacdo de
algum ligante de interesse devido ao fato do espectro emitido seja suprimido quando
ocorre a interacdo. A supressao de fluorescéncia esta relacionada com qualquer
processo que diminua a intensidade do espectro de emissdo da amostra conforme

se adiciona moléculas supressoras [40].
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Podem ocorrer duas formas de supresséo: dinamica e estética. A supressédo
estatica ir4 ocorrer quando h& a formacgéo de um complexo nao fluorescente com um
supressor no estado fundamental. Quando este complexo absorve radiacdo ele
retorna ao estado fundamental sem emitir fétons, sendo o sinal de fluorescéncia
observado oriundos dos fluoréforos ndo complexados. Ja a supressdo dindmica
acontece quando o complexo é formado durante o estado excitado. [40].

Pela a equacdo de Stern-Volmer, a supressdo de fluorescéncia pode ser
definida pela Equacéao 05, sendo que | e |y sdo as intensidades de fluorescéncia no
estado estacionario na presenca e na auséncia de supressor [Q], respectivamente;
Ksv € a constante de Stern-Volmer, Ky é a constante de supresséo e 1o € 0 tempo de

vida do fluoréforo na auséncia de supressor [74].

I
—=1+Ky[Ql =1+ K7o[0Q] (05)

A razao lo/l demonstra um comportamento linear com a concentracdo do
supressor. Caso exista mais de uma classe de fluoréforos possuindo acessibilidades
distintas, podera ocorrer contribuicbes supressoras estaticos e dinamicos, fazendo a
equacao de Stern-Volmer adquira um comportamento nao-linear [40]. Observando a
Equacéo 05 e sabendo sua dependéncia linear, a constante de Stern-Volmer seréd o
coeficiente angular desta reta, mostrando a efetividade da supressdo causada pelo
supressor [42].

O equilibrio da reacéo é dado por:
[P] + n[L] = [L,,P] (06)

sendo [P] a concentracdo de proteina, n 0o numero de sitios de ligacdo, [L] a
concentracéo de ligante e [L,P] € o complexo proteina/ligante . Através da equacao

de equilibrio, temos a constante de associagéo K, calculada por:

(07)
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Considerando que a proteina pode se encontrar complexada ou livre, segue
a relacéo:

[Pr] = [LyP] + [PF] (08)
sendo que [Pr] e [Pg] sdo as concentracbes de proteina total e livres,
respectivamente. A razdo de proteina total no sistema por proteina livre é igual a

razdo entre a intensidade de supressdo na auséncia de ligante por intensidade

suprimida:

5= (09)

Determinando que o complexo proteina/ligante seja dado por [Pa], se tém:
[Pal = [LnP] (10)

E substituindo as equagdes (06) e (07) na equacgéo (04) e fazendo algumas

manipulacfes matematicas € obtido:

Iy —1
I

= Kj [LF]n (11)

Admitindo que a concentracdo de ligante livre [Lg] seja muito maior que a

concentracdo de ligante ligado, entdo a concentracdo total de ligante pode ser
aproximada a concentracdo de ligante livre de tal forma que [L1] = [Lf], a equacdo

de supresséo no equilibrio se torna:

ool =1y _
og (T) = log(K,) + nlog([L]) (12)
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Onde se observa uma dependéncia linear, podendo obter os valores
relativos ao numero n de sitios de ligacdo por proteina e a constante de associagado
Ka relativa a interacao do ligante com a proteina [40, 42, 43].

Variando a temperatura, a técnica de fluorescéncia permite fazer um estudo
termodinamico da interacdo proteina/ligante. Sabe-se que a estabilizacdo do
complexo proteina-ligante é dada por ligacdo de hidrogénio, interacdo de van der
Waals, interacdes eletrostaticas e contatos hidrofébicos no sitio de ligacdo [40].
Através dos parametros termodinamicos pode se entender o tipo de interacéo
predominante para a formacdo do complexo por meio da andlise das contribuicbes
energéticas da entalpia, entropia e energia livre de Gibbs. Sabe-se que tanto
contribuicbes entalpica quanto entropica estdo relacionadas com mudancas
conformacionais na estrutura da proteina. Mudancas na entalpia sugerem quebra ou
formacao de interagdes ndo covalentes entre &tomos da proteina, e entre solvente e
proteina. Ja& mudangas na entropia estdo relacionadas a altera¢cdes dindmicas da
cadeia principal e lateral da proteina, além de organizacdo do solvente,
principalmente em regifes hidrofébicas. A equagao de van’t Hoff (Equacédo 13)
permite entender melhor cada contribuicdo, fornecendo o perfil termodinadmico da
interacdo. Se AH, AS > 0 o sistema é dominado por interagdes hidrofobicas, se AH,
AS < 0 o sistema é dominado por ligagdes de hidrogénio ou van der Waals, e se AH

<0 e AS > 0 o sistema é dominado por interacdes eletrostaticas [40, 42].

AS AH
ll’l(Kb) = ? - ﬁ (13)

Onde R é a constante universal dos gases e K, é a constante de associacao
referente a temperatura utilizada no experimento. Vide que a Equacédo 13 € uma

equacao linear, os parametros AH e AS sao facilmente obtidos, enquanto a energia
livre de Gibbs AG pode ser encontrada a partir da Equacéo 14:

AG = AH —TAS (14)
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2.2. TEORIA BASICA DE RMN

A base dos estudos de RMN é na detec¢éo das transicfes de energia que
ocorrem entre os estados do spin nuclear quando estéa sob a presenca de um campo
magneético externo (B). Possuindo uma carga liquida positiva e um momento angular
de spin diferente de zero, o ndcleo atdmico passa a apresentar um momento
magnético (M) tendo em si um comportamento de dipolo magnético [44]. Dipolos
magnéticos sofrem interacdo de campos magnéticos externos (B=(0,0,B)),

possuindo uma energia de interacdo dada pela Equacao 15:
E=—[i*B (15)

Os nucleos de hidrogénio (*H), carbono (*3C) e nitrogénio (**N) os quais
possuem spin nuclear (I) 1/2 podem assumir dois estados energéticos (S = 2| + 1)
(Equacdo 16) sendo que as energias sob a presenca do campo magnético
dependem da orientagdo do momento magnético p em relagdo ao campo magnético,
sendo esses atomos, do ponto fisico-quimico, constituintes essenciais de

biomoléculas [45].
1 1

sendo que y € a razao giromagnética que € uma caracteristica de cada nucleo
relacionando o momento magnético e momento angular do spin, e 4 é a constante
de Planck dividido por 21. Em relacdo aos outros nucleos, nucleos que néao
apresentam spin, ou seja, possuem massa e numero atdbmicos pares nao ativos na
RMN, enquanto que os que possuem spin > 1/2 apresentam mais que dois estados
de energia [44].

As consideracgOes feitas foram pensando em apenas um spin, no caso da
macromolécula em solugdo havera um conjunto de spins, denominado como
ensemble. Neste ensemble, quando ha a presenca de um campo magnético externo,

ocorre a formacdo de varios spins no estado de menor energia, sendo entao
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representado por vetor magnetizacdo (M), que € formado quando é atingido o
equilibrio térmico na presenca de B.

O grau da polarizacdo € correspondente a diferenca de energia E; e Ey,
sendo diretamente proporcional a razdo giromagnética e a magnitude do campo
externo (Equacao 17). Essa diferenca, quando expressada em termos da frequéncia

de ressonancia do nucleo (vo) € denominada como Frequéncia de Larmor [45].

AE
AE = E, — E; = hyB —>T=yB=v0 (17)

Para que ocorram transi¢cdes do estado de menor energia para um estado de
maior energia é necessario que haja a aplicacdo de pulsos de radiofrequéncia
(magnitude de MHz), sendo a frequéncia deste pulso dependente do nucleo que
pretende ser excitado (razdo giromagnética) e também da intensidade do campo
magnético externo. Enquanto estd ocorrendo o pulso de radiofrequéncia o meio é
perturbado mudando seu estado de energia, quando encerra a aplicacado do pulso ,
0 sistema volta para seu estado de equilibrio por um processo conhecido como
relaxacao, dissipando a radiacdo eletromagnética absorvida para 0s spins vizinhos,
processo conhecido como emissao induzida [44, 45].

Classicamente, o estado de equilibrio corresponde ao vetor magnetizacao
estético, este que é paralelo ao campo magnético externo que se encontra no eixo z
experimental (Figura 07a). O pulso de radiofrequéncia que corresponde a um
campo magnético que oscila, é aplicado de forma perpendicular ao campo
magneético externo, possuindo o efeito de tirar o vetor magnetizacédo de seu equilibrio
levando para o plano xy (Figura 07b). Quando o pulso é interrompido, o vetor
magnetizagao retorna a posi¢cdo de origem, fazendo um movimento de precessao
em derredor do campo magnético externo com frequéncia vq (Figura 07c). Entéo,
em decorréncia deste movimento de precessao, € induzida uma corrente oscilatéria
nas bobinas de deteccdo conhecido como FID (free induction decay), que
corresponde ao sinal de RMN (Figura 07d) [45].

Quando se tem uma macromolécula, cada nacleo excitado ira emitir uma
frequéncia diferente e de forma simultanea, sendo que o FID tera todas essas

frequéncias. Este sinal é recebido de forma temporal, sendo necesséaria uma
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Transformada de Fourier para “traduzir” o sinal oscilatério nas frequéncias de

precessdo, dando origem aos sinais caracteristicos de RMN (Figura 07e).

Figura 07: Aplicacdo de um pulso de radiofrequéncia; A) Estado de equilibrio do
vetor magnetizacdo que € paralelo ao campo magnético externo no eixo z; B)
Quando o pulso de radiofrequéncia é aplicado, o vetor magnetizacdo sai do seu
estado de equilibrio e vai para o plano xy; C) Quando o pulso € interrompido, ele
retorna ao seu estado de equilibrio fazendo um movimento de precessao; D) Essa
precessao induz a formacao de correntes elétricas sendo detectadas pelo FID e E)
Nesse FID é aplicado uma Transformada de Fourier “traduzindo” para frequéncia e
obtendo um grafico tipico de RMN.

z z 4

A) B) C)
y y y
/‘ M(0) M)

X X X

\//\V/\’

Fonte: Protein NMR Espectroscopy, Cavanagh, — Adaptado.

2.2.1. Deslocamento quimico

Os spins possuem a capacidade de reconhecer campos magnéticos locais
vagamente diferentes do campo magnético externo. Isto ocorre devido a estrutura
guimica da macromolécula e também de sua conformacdo, as quais modificam
moderadamente a distribuicdo dos elétrons no local [45]. O campo magnético
externo estimula movimentos nos elétrons das nuvens eletrdnicas da regido,
surgindo campos magnéticos induzidos que possuem uma dire¢cdo oposta ao campo
magnético externo. Somando o0s dois campos magnéticos, surge um campo
magnético resultante, tendo que cada spin da macromolécula apresente frequéncias
de ressonancia vagamente diferentes. O deslocamento quimico () é originario deste
fenbmeno, o qual fornece informacdes da estrutura molecular e conformagéo [45].

Gracas ao deslocamento quimico, € possivel comparar resultados obtidos
em aparelhos de RMN com diferentes intensidades de campos magnéticos. O

deslocamento quimico é expresso em ppm (parte por milh&o):
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Vg —V
S = O—Tefxl()6 (18)
Vref

Sendo que Vv e v S80 as frequéncias de ressonancia do spin nuclear e de

referencia, respectivamente.

2.2.2. Acoplamento escalar

A aparéncia de um espectro de RMN ndo é influenciado apenas pelo
deslocamento quimico, mas também pelos desdobramentos causados pelo
acoplamento escalar (J) e pelas propriedades de relaxagéo dos spins [44].

O acoplamento escalar € um efeito puramente quéntico causado pela
interacdo entre dois spins (I e S), sendo um préximo ao outro [81]. Com isto, a
transicdo do spin | sera divida em duas, sendo que as frequéncias irdo depender se
0 spin S estiver no estado E; ou E,. A diferenca de uma frequéncia para outra é
denominada como constante de acoplamento escalar, sendo que esta constate
permite compreender como estdo conectados os nucleos via ligacdo quimica. A
magnitude do acoplamento escalar ndo depende da intensidade do campo
magneético externo mas sim da natureza dos nucleos, sendo que a presenca deste

acoplamento faz com que surja multipletos no espectro [46].
2.2.3. Efeito Overhauser Nuclear (NOE)

O efeito Overhauser nuclear (NOE) é uma ferramenta muito usada na
determinacdo da estrutura tridimensional de macromoléculas [46]. Este efeito ocorre
guando dois nudcleos estdo proximos um do outro (menor que cinco angstroms)
podendo ocorrer transferéncia de magnetizacdo entre os dois momentos de dipolos
acoplados [46].

A medida do NOE é possivel ser realizada através de espectros bi e
tridimensional (ex., 2D: [*H, *H] NOESY, 3D [*H, *H] NOESY-HSQC editado para *C
ou °N). A intensidade no espectro de RMN depende da distancia entre os nucleos

que estdo interagindo, fornecendo uma importante informacdo estrutural. Esta
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intensidade é proporcional ao inverso da sexta potencia da distancia entre os
nucleos, sendo que esses espectros sdo utilizados para obter restricdes [45].

2.2.4. Relaxacao dos spins (T1 e Ty)

Como ja mencionado anteriormente, quando a magnetizacdo retorna ao seu
estado de equilibrio apos ser perturbada por um pulso de radiofrequéncia, esse
acontecimento recebe o nome de relaxacdo. Quando comparado com outras
técnicas espectroscopicas (ex: fluorescéncia), a evolugdo da relaxacdo € um tanto
quanto mais lento (Fluorescéncia na ordem de nano segundos e RMN em
milissegundos), fazendo com que seja possivel observar uma magnetizacao
transversal [45]. Em RMN, existe a relaxacdo de magnetizacdo longitudinal, sendo
que esta ocorre com uma constante de tempo caracteristica denominada como T4, e
também existe a relaxacdo de magnetizacdo transversal, denominada como T».
Tanto T, quanto T, sdo muito importantes para o estudo em RMN, possuindo uma
dependéncia com o tamanho da molécula. [44].

T1 € um processo onde 0s spins que estdo excitados retornam para o estado
de equilibrio por meio da redistribuicdo do ensemble dos estados do spin nuclear.
Do ponto de vista vetorial, T; € encarregado em levar o vetor magnetizacdo
resultante ao eixo z, paralelo ao campo magnético externo, voltando entdo ao
equilibrio de Boltzmann [45]. T, € importante, pois € ele quem determina o tempo
minimo necessario para a realizacdo de um novo experimento sem que haja perda
significativa da intensidade do sinal.

T, representa a perda da coeréncia do vetor magnetizacdo no plano xy,
sendo assim, define o tempo aquisicdo do FID, tendo que a largura dos sinais de
RMN séo diretamente proporcionais a 1/T,. Macromoléculas grandes possui um T,
muito curto e quando esse valor € muito pequeno a largura dos sinais sdo muito
grande chegando até no ponde de ndo serem detectados [46]. Desta forma se
explica o porqué da dificuldade de se trabalhar com proteinas grandes em solucao
no RMN.

Tanto T; quanto T, s6 acontecem porgue existem campos magnéticos
locais, que variam de forma aleatdria em magnitude e direcdo conforme a molécula
volta para sua posicao de origem. Esta variacdo deve acontecer em uma frequéncia

especifica para que haja transicfes entre os estados de spins. Esta oscilacdo que
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acontece nos campos magnéticos locais em funcdo do tempo ocorre por dois meios
principais de | = 1/2: a anisotropia do deslocamento quimico do spin e 0 acoplamento
dipolar entre os spins préximos [44, 46]. A anisotropia depende do nucleo em
guestao, sendo resultado do arranjo variado dos elétrons em torno do nucleo.. Estes
elétrons blindam o nucleo do campo magnético externo, diminuindo o campo efetivo,
surgindo uma densidade eletrbnica anisotrépica que faz com que o campo
magneético efetivo dependa da orientacdo proteica em relagdo ao campo magnético
externo e, portanto, flutue de acordo com a proteina se movimentando em solucéo.
O acoplamento dipolar é um resultado da interacdo que ocorre entre 0 campo
magnético gerado por um nudcleo com outro campo magnético oriundo de outro
nacleo préximo. Esta interacdo ocorre dependendo da orientacdo dos ndcleos e da
distancia entre eles, se essa orientacdo e distancia variar com o tempo, 0 campo
magnético efetivo também ira variar [44, 46].

A relaxacdo que ocorre no spin de °N em proteinas ocorre devido a
interacéo dipolar com o *H sendo que este esta ligado covalentemente, e também
pela anisotropia do deslocamento quimico do *°N [44].

Além do que ja foi mencionado sobre T; e T, eles também possuem uma
dependéncia da dindmica interna que a proteina possui com o decorrer do tempo.
Sendo assim, eles também podem ser utilizados para obter informacdes de
movimento, se tornando uma Otima ferramenta tanto para explorar ambientes
guimicos do nucleo quanto a dindmica que as proteinas possuem [46]. Devido a alta
sensibilidade do acoplamento dipolar, a analise dos parametros de relaxacédo Ty e T,
fornece informacgfes valiosas a respeito da dindmica da proteina em escalas de
tempo de ps a ns, referentes a dinamica interna do vetor entre o nitrogénio e o
hidrogénio (N-H) e da difusao rotacional global. Além de informacdes de movimentos

lentos da ordem de us a ms, os quais envolvem trocas conformacionais.

2.2.5. Medidas de Relaxacgéo

Como ja mencionado, a dindmica de uma proteina pode ser analisada
através das medidas de relaxacdo por RMN. Trés parametros de relaxacdo, T;
(relaxacdo longitudinal), T, (relaxac&o transversal) e NOE heteronuclear *>N-'H, s&o
tipicamente mensurados para cada nucleo em uma amostra uniformemente marcada

com isétopo *°N.
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Considere uma proteina em solugcédo onde todas orientacdes sdo igualmente
provaveis. No equilibrio, a magnetizacéo nuclear da amostra esta paralela ao campo
magneético do espectrometro de RMN. Apds ocorrer uma perturbacdo via pulso de
radiofrequéncia, a magnetizacdo volta para o equilibrio. A taxa que isto ocorre é
dirigida pela dindmica molecular que permite que a energia de interacdo nuclear
oscilar na escala de tempo de pico a nano segundos [46]. Assim sendo, as
informacBes de movimentos em escala de tempo rapida pode ser obtida das taxas
de relaxacbes de um spin. Os experimentos usuais focam nas taxas R;. R:
(correspondentes ao inverso de T; e T,) e NOE heteronuclear, no qual descreve a
formacdo de uma magnetizacdo longitudinal (paralela ao campo magnético) e o
decaimento da magnetizacdo transversal (perpendicular ao campo magnético)
conforme o sistema retorna ao equilibrio [46].

No caso dos vetores °N-'H das proteinas, as taxas de relaxacdes de °N
sdo dirigidas pelos movimentos do vetor ligacdo NH, o qual modula tanto o
deslocamento quimico do >N quanto a forca de interacdo dipolo-dipolo *>N/*H. as
taxas de relaxacdo do N separam os movimentos do vetor ligagdo de formas
distintas: escala de tempo de pico segundos referente a dindmica interna e nano
segundos referente a difusé@o rotacional da molécula [45, 46].

As taxas de relaxacdo Ri, R, e hNOE dependem da fungcédo de densidade

espectral J(o):

Ry = d*[J(wy — wy) + 3] (wy) + 6] (wy + wy)] + c?J(wy)  (19)

dZ
R, = < > [4/(0) + J(wy — wy) + 3] (wy) + 6/(wy + wy)

2
2 (20)
+6] ()] + <g> [41(0) + ] ()
NOE = 1 + [(V_H) 72 {6]((0H +wy) — J(wy — (UN)}] 1)
YN Ry

onde
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1 h
d* = (1—()) YulYn® (%) (< vy 3 >)? (22)
c? = Z wy2(oy —0,)? (23)
15/ 7N VL

h é a constante de Planck, y, e yy sdo as razbes giromagnéticas de *H e *°N, wy e
wy as frequéncias de Larmor, ryy a distancia intermolecular (valor médio de 1,02
angstrom), o, € o, as componentes paralelas e perpendiculares de um tensor de
deslocamento quimico do *°N com simetria axial [45, 46].

O hNOE informa sobre a movimentacdo dos vetores ligacdo NH
individualmente. Os vetores NH experimentam movimentos mais rapidos do que a
difuséo rotacional global da molécula (de pico a hano segundos) evidenciando uma
reducéo na intensidade do NOE relativo a medida observada para a maioria dos
residuos. Desta forma, a reducdo nas intensidades do NOE e até a inversdo das
intensidades sdo usualmente encontradas em residuos flexiveis da proteina [46].

As medidas de relaxagdo podem ser analisadas um formalismo dinamico
livre do modelo de Lipari-Szabo [46]. Neste modelo, a mobilidade é caracterizada
por um parametro de ordem (S?) o qual pode ser interpretado como a amplitude do
movimento e um tempo de correlacdo (1) que refere a um tempo caracteristico
deste movimento. Pelo formalismo de Lipari-Szabo os movimentos do vetor NH sao
matematicamente separados em um tombamento global da proteina e em
oscilacdes rotacionais internas dos vetores NH. O movimento do vetor NH é descrito
por um modelo de difusdo em cone, dentro do cone o vetor NH é livre para se
difundir, entretanto este vetor ndo tem acesso fora do cone. De modo geral, a
ligacao é rigida quando S? = 1, e que o movimento é isotrépico quando S? = 0 [46].

2.2.6. Troca Conformacional
Muitos eventos bioquimicos acontecem em uma escala de tempo de micro a

milissegundos, desta forma € interessante caracterizar as transicdes

conformacionais que estao envolvidas em tais processos.
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A escala de tempo em RMN para detectar trocas conformacionais é definida
pela taxa de troca para o evento, ke relativa a escala de tempo do deslocamento
quimico (Aw ¢é a diferenga de deslocamento quimico entre as espécies
Interconvertendo). A interconversdo € lento-intermediaria quando kex << Aw,
intermediaria quando kex € aproximadamente Aw e rapido-intermediario quando Kex >
Aw [45]. Para trocas lentas, sub-estados séo observados como picos distintos no
espectro de RMN, sendo possivel uma caracterizacdo estrutural. Ao contrario, em
trocas intermediarias ou rapidas, um unico sinal relativo a populacdo média é
observado [46].

2.3. DOCKING MOLECULAR

Docking Molecular € um método o qual prevé a orientacdo de um ligante no
receptor (proteina) gerando um complexo estavel [58]. O docking é frequentemente
aplicado para prever a orientacao de ligacao dos candidatos a farmacos contra alvos
proteicos, a fim de prever a afinidade e a atividade do farmaco, desempenhando um
papel fundamental no processo de design e descoberta de drogas. O principal
objetivo deste método € simular computacionalmente o processo de identificacédo
molecular e realizar uma conformacéo otimizada em que a energia livre do sistema
seja minimizada [59].

Este método pode ser separado em duas secoes.

e Algoritmo de busca: Primeiro é necessario um algoritmo que crie um
namero 6timo de configuracdes que, pelo método de experimentacéo,
determinam os métodos de ligacao [60].

e Funcédo Scoring: Esta funcao fornece o posicionamento dos ligantes
proporcionalmente a outro. ldealmente, o scoring deve corresponder
diretamente a afinidade de interagdo proteina/ligante, de modo que

guanto melhor o scoring mais intensa € a afinidade [61].
O docking € um processo no qual a interacdo proteina/ligante é estudada in-

silico, onde a macromolécula é um receptor proteico e a micromolécula € um ligante.

Desta forma, o processo segue algumas etapas [62]:
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Etapa 01 — Preparo da Proteina: A estrutura tridimensional da
proteina ser encontrada no Protein Data Bank (PDB), sendo esta depois pré-
processada, ou seja, remocao de agua das cavidades da molécula, estabilizacéo
das cargas, preencher os residuos de aminoacidos faltantes, gerar cadeias laterais

mais o que for necessario para o estudo em questao.

Etapa 02 - Predicdo do Sitio Ativo: ApOs o preparo da
proteina, o sitio ativo da proteina deve ser predita. O receptor pode possuir mais de
um sitio ativo, portanto uma analise deve ser feito levando em conta qual sitio ativo

proporciona a menor energia de ligacéo.

Etapa 03 - Preparo do Ligante: Os ligantes podem ser
encontrados em varios bancos de dados. Com o ligante escolhido as cinco Regras
de Lipinsky deve ser utilizada. As Regras de Lipinsky auxilia na avaliagdo entre
candidatos ndo farmacoldgicos e semelhantes drogas. Ela promete uma alta chance
de sucesso ou fracasso se o ligante cumprir duas ou mais regra. As Regras de
Lipinsky s&o:

I.  Menos de cinco doadores de ligacédo de hidrogénio;
[I.  Menos de dez aceitadores de ligacbes de hidrogénio;
lll.  Massa Molecular inferior a 500 Da;
IV. Alta lipofilicidade (expressa como log(P) ndo superior a
cinco);

V. Arefratividade molar deve estar entre 40 e 130;

Etapa 04 - Docking: O ligante se liga na proteina e as
interacbes sao analisadas sendo que quanto melhor o scoring mais forte a interagao

proteina/ligante.

Estes estudos foram realizados em colaboracdo pelo aluno de Poés-
Graduacdo em Biofisica Molecular Raphael Vinicius Rodrigues Dias orientado pelo
Prof. Dr. Leandro Cristante de Oliveira da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
(UNESP/IBILCE), Departamento de Fisica, situado na cidade de Sdo José do Rio
Preto — SP.
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3. OBJETIVOS

O proposito deste trabalho foi estudar a dinamica estrutural do dominio SH3c
da proteina Grb2 via ressonancia magnética nuclear (RMN) e conjuntamente
verificar e caracterizar a interacdo do dominio com cumarina via espectroscopia de
fluorescéncia. Esses estudos possibilitaram descrever os mecanismos moleculares
realizados pela Grb2 para desempenhar seu papel biolégico. E ainda, foi obtido
melhor entendimento da termodinamica envolvida na interacdo entre o SH3c e a

cumarina.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Expressou e purificou o dominio SH3c;
> Expressou e purificou o dominio **N-SH3c;
> Calculou os parametros termodinamicos da interacdo SH3c e cumarina por

espectroscopia de fluorescéncia,

> Assinalou as ressonéancias do dominio SH3c por comparacao;

> Mediu-se os parametros de relaxagdo R;, R, e hNOE do dominio SH3c;

> Realizou célculos tedricos utilizando docking molecular do dominio SH3c na

presenca e auséncia de Cumarina,
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4. METODOLOGIA

4.1. ANALISE DO SH3C UTILIZANDO O SERVIDOR PROTPARAM

A andlise da sequéncia de residuos de aminoacidos dominio SH3 C-
Terminal (PDBid: 2VVK.pdb) da proteina Grb2 foi realizado utilizando o servidor
ProtParam [49]. Verificou-se que a massa molecular do dominio é de 8,360 kDa e o
ponto isoelétrico tedrico de 6,05. O servidor também forneceu o valor do coeficiente
de extincdo molar sendo de €55 = 13.980 cm™*M™. Os dados da massa molecular e
do ponto isoelétrico foram utilizados na expresséao/purificacdo e preparo de tampdes
respectivamente, enquanto o coeficiente de extincdo molar foi utilizado na
determinacdo de concentracdo do SH3c. Conhecendo a sequéncia e sabendo que
h& dois residuos de triptofano no dominio, esses residuos foram utilizados como
marcadores para a caracterizacdo por espectroscopia de fluorescéncia, por

possuirem uma absorcdo muito especifica em 280 nm [50].

4.2.  TRANSFERENCIA DE DNA PLASMIDIAL PARA CELULAS E.COLI
LINHAGEM DH5A

Os plasmideos que possuem o0s genes que codificam o dominio SH3c foram
cedidos pelo professor John Edward Ladbury da Universidade de Leeds, Reino
Unido.

Para que fosse possivel aumentar a quantidade de plasmideos
recombinantes, eles foram transformados em Escherichia coli DH5a quimicamente
competentes, seguindo o protocolo descrito no Anexo Il. Incubou-se trés microlitros
de plasmideo em células competentes ao longo de 30 minutos no gelo. Em seguida
foi realizado choque térmico a 42 °C por 30 segundos seguido de dois minutos sob o
gelo. Apds, foi adicionado 300 ul de meio de cultura liquido LB (LuUria-Bertani —
L3022 Sigma-Aldrich®) e incubado por uma hora & 37 °C sob agitacdo de 90 RPM.
Posteriormente a cultura foi centrifugada por um minuto a 10.000 RPM. O pellet
resultante da centrifugacdo foi ressuspendido e seis microlitros da cultura foram
adicionadas a uma placa de petri contendo meio LB sdlido e antibiotico (50 pg/ml de
Ampicilina). As placas foram incubadas overnight a 37 °C. Ao término do periodo de
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incubacao as colénias foram selecionadas e os plasmideos purificados utilizando o
kit QIAprep Spin Miniprep (Quiagem®) seguindo o protocolo sugerido pelo fabricante
(Anexo II).

4.3. TRANSFERENCIA DE DNA PLASMIDIAL PARA CELULAS E.COLI
LINHAGEM BL21 (DE3)

Para que a expressdo do dominio pudesse ocorrer, os plasmideos foram
inseridos em bactérias que possuem uma maquinaria especifica de expressao.
Desta forma, os plasmideos recombinantes foram transformados em células BL21
(DE3) quimicamente competentes similares ao item 4.2.

Logo apos, as colbnias foram selecionadas e crescidas em cinco mililitros de
meio de cultura LB contendo 50 pug/ml de Ampicilina e incubado overnight a 100
RPM em 37 °C. Armazenou-se em aliquotas de um mililitro com 50% de glicerol em -
80 °C.

4.4. EXPRESSAO DO DOMINIO SH3C PARA FLUORESCENCIA

Inicialmente um mililitro de pré-in6culo mencionado no item 4.3 foi inserido a
50 ml de meio de cultura LB liquido acrescido de 50 pg/ml de ampicilina e mantido
sob agitacdo de 100 RPM a 37 °C por 14 horas. ApGs, adicionou dez mililitros da
cultura de bactérias em 200 ml de pré meio-minimo M9 [0,1 mM CaCl,, 1 g/l NH,CI,
0,2 mM MgSQO,, 10 mM Cloreto de Ferro (111), coquetel de vitaminas (1 mg/l Biotina, 1
mg/l Cloreto de Colina, 1 mg/l Acido Fdlico, 1 mg/l Nicotinamida, 1 mg/l Acido D-
Pantaténico, 1 mg/l Hidrocloreto Piridoxal, 0,1 mg/l Riboflavina), 2-3 g/l CgH1206
(Glicose), solucdo de TS2 com ions metalicos (ZnSO4, MnCl,, H3BO3, CaCl,, NiCls,
CuCly, NazMoO4, Na,SeO3) e 50 mg/ml Ampicilina] estando com densidade 6ptica
(DO) de 0,2. Foi incubado sob agitacdo de 100 RPM a 37 °C por trés horas até
atingir DOgpo = 0,9. Ap6s, o meio de cultura foi centrifugado a 5.300xg, em 20 °C
durante 20 minutos. O pellet formado apds a centrifugacéo foi ressuspendido em um
litro de meio-minimo M9. Foi mantido sob agitagdo de 100 RPM a 37 °C por trés
horas até atingir uma DOgoo = 0,9. Com a DOggo Necessaria atingida, a temperatura

foi diminuida para 20 °C e as culturas com bactérias foram induzidas utilizando 0,4
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mM de IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo), permanecendo incubada em
100 RPM overnight por 20 horas. Em seguida, 0 meio com bactérias foi submetido a
centrifugacéo a 3.500xg em 4 °C por 90 minutos. Entdo, as células foram incubadas
com tampéao de lise (50 mM Tris pH 7,5, 1 M NaCl, 2% v/v Tween 20, 1 mM 2-
Mercaptoetanol, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO,) e ap6s 30 minutos a amostra foi
submetida a lise celular por meio de sonicagdo pulsada em dez ciclos (dois
segundos ON e um segundo OFF). O extrato foi centrifugado a 35.000xg a 4 °C por
90 minutos. O sobrenadante foi filtrado em 0,45 pm Minisart®.

Antes e apds a indugcdo foram coletadas aliquotas para verificacdo das
mesmas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

4.5. EXPRESSAO DO DOMINIO SH3C ENRIQUECIDO COM **NH,CI
PARA RMN

Inicialmente um mililitro de pré-inéculo mencionado no item 4.3 foi inserido a
50 ml de meio de cultura LB liquido acrescido de 50 pg/ml de ampicilina e mantido
sob agitacdo de 100 RPM a 37 °C por 14 horas. Apos, adicionou dez mililitros da
cultura de bactérias em 200 ml de pré meio-minimo M9 [0,1 mM CaCl,, 1 g/l NH,4CI,
0,2 mM MgSOy,, 10 mM Cloreto de Ferro (I11), coquetel de vitaminas (1 mg/l Biotina, 1
mg/l Cloreto de Colina, 1 mg/l Acido Folico, 1 mg/l Nicotinamida, 1 mg/l Acido D-
Pantaténico, 1 mg/l Hidrocloreto Piridoxal, 0,1 mg/l Riboflavina), 2-3 g/l CgH1206
(Glicose), solucdo de TS2 com ions metalicos (ZnSO4, MnCl,, H3BOj3, CaCl,, NiCls,
CuCl,, Na;MoO4, Na,SeO3) e 50 mg/ml Ampicilina] estando com densidade Optica
(DO) de 0,2. Foi incubado sob agitacdo de 100 RPM a 37 °C por trés horas até
atingir DOgoo = 0,9. Ap6s, o meio de cultura foi centrifugado a 5.300xg, em 20 °C
durante 20 minutos. O pellet formado apds a centrifugacéo foi ressuspendido em um
litro de meio-minimo M9 enriquecido com *>NH4Cl. Foi mantido sob agitacdo de 100
RPM a 37 °C por trés horas até atingir uma DOggp = 0,9. Com a DOgpo Necessaria
atingida, a temperatura foi diminuida para 20 °C e a cultura com bactérias foram
induzidas utilizando 0,4 mM de IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosideo),
permanecendo incubada em 100 RPM overnight por 20 horas. Em seguida, 0 meio
de bactérias foi submetido a centrifugacéo a 3.500xg em 4 °C por 90 minutos. Entéo,

as células foram incubadas com tampéao de lise (50 mM Tris pH 7,5, 1 M NaCl, 2%
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v/iv. Tween 20, 1 mM 2-Mercaptoetanol, 1 mM CaCl,, 1 mM MgSO,) e apdés 30
minutos a amostra foi submetida a lise celular por meio de sonicacdo pulsada em
dez ciclos (dois segundos ON e um segundo OFF). O extrato foi centrifugado a
35.000xg & 4 °C por 90 minutos. O sobrenadante foi filtrado em 0,45 pm Minisart®.

Antes e apds a inducdo foram coletadas aliquotas para verificacdo das
mesmas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).

4.6. PURIFICACAO DO DOMINIO SH3C FUSIONADO COM GST

Foi utilizado o sistema de purificacdo por afinidade manual com resina
GSTrap 4B®. Esta foi lavada com &gua destilada e previamente equilibrada com
tampéao de Tris-HCI (50 mM Tris pH = 7,5, 140 mM NaCl, 1 mM 2-Mercaptoetanol).
Em seguida, a fracdo soluvel foi aplicado a coluna e incubado por duas horas a 20
°C em 80 RPM. Apds o tempo de incubacéo, a resina foi lavada com dois volumes
de coluna de tampéo Tris-HCI.

Foi aplicado 100 unidades de trombina e a resina ficou overnight sob
agitacdo por 16 horas a 20 °C em 80 RPM. Entdo, a amostra foi eluida com trés
volumes de coluna com tampédo Tris-HCIl. Concentrou-se a amostra retirada do
processo de purificacdo por afinidade e realizou-se a purificacdo por gel filtragédo
(exclusdo molecular) utilizando a coluna Superdex® 75 10/300 GL para a retirada de
contaminantes e também a troca de solucao tampéo da amostra. Utilizou-se tampao
mono-di-fosfato [25 mM Na,HPO, NaH,PO, pH 7,5, 140 mM NaCl, 1 mM Tris(2-
carboxietil) fosfina]. A pureza da amostra apds a purificacao foi verificada em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) 20%.

4.7. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO UV-VIS

Com a finalidade de determinar a concentragdo do dominio SH3c e da
cumarina, efetuaram-se medidas de absor¢cao UV-Vis em espectrofotdmetro Thermo
Scientific® BIOMATE UV-Visible.

As medidas foram realizadas utilizando uma faixa de leitura de 200 a 500 nm
em temperatura ambiente com cubeta de quartzo de um centimetro Optico. Para o

calculo de concentragbes fez-se um espectro de linha de base do tampéo e foi
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utilizado o coeficiente de extingdo molar €250 = 13980 M?*cm™ para o SH3c. A
cumarina foi preparada em etanol e a concentracao foi determinada utilizando €77 =
11438 M*em™,

4.8. ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As medidas de espectroscopia de fluorescéncia foram realizadas em
espectrofluorimetro 1SS PC1 (Champaign, IL, USA)® equipado com banho térmico
Neslab RTE-221 (Thermo Electron Corporation, USA)®. Utilizou uma cubeta de
quartzo com caminho Optico de um centimetro. O comprimento de onda para
excitacdo dos triptofanos do dominio SH3c foi de 295nm e a faixa de comprimento
de onda para coleta dos espectros de 305 nm a 500 nm.

As medidas foram realizadas nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K,
utilizando um concentracdo de SH3c mantida em 3 pM em 2 ml, realizando

titulagbes de um A = 0,5 yl e a concentragao variando de zero até 8 yM de cumarina.

4.9. ESPECTROSCOPIA DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(RMN)

As medidas de RMN foram realizadas em espectrometro Bruker® Il HD 600
MHz equipado com criosonda localizado no Centro Multiusuario de Inovacéo
Biomolecular (CMIB/IBILCE) e em Bruker® Avance 1l 800 MHz localizado no Centro
Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear (CNRMN/UFRJ).

Os parametros de relaxacdo R;, R, e hNOE para o dominio SH3c foram
adquiridos utilizando experimentos de HSQC (Tabela 02) com 150 pM de °>N-SH3c
em pH 7.5. Para as medidas de Rj, os tempos T de relaxacéo utilizados foram: 20
ms, 100 ms, 250 ms, 500 ms, 750 ms e 1000 ms. Para as medidas de R;, 0s tempos
T de relaxacéo utilizados foram: 16,96 ms, 101, 76 ms, 33,92 ms, 135,68 ms, 50,88
ms e 67, 84 ms. As medidas de {*H} — >N NOE heteronuclear foram analisadas
baseadas na razdo entre as medidas de intensidades do espectro saturado e nao

saturado.
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Tabela 02: Relacdo dos experimentos realizados para medidas dos parametros de
relaxacdo Ri, R, e hNOE do dominio SH3c. Experimentos realizados em 800 MHz,
298 K, com 150 uM SH3c marcado com *°N.

Experimento Numero de Scan  Matriz de dados  Referéncia

N, *H-HSQC 10 1024 x 400 47
N, 'H-HSQC R; 32 1024 x 90 48
N, H-HSQC R, 37 1024 x 90 48

N, 'H-HSQC hNOE 56 1024 x 180 48
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5.  RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. EXPRESSAO E PURIFICACAO DO DOMINIO SH3C

O dominio SH3c possui uma massa molecular de 8,36 kDa e ele foi
expresso fusionado com a tag GST que possui uma massa molecular de 26 kDa,
possuindo entdo uma massa molecular total de 34,36 kDa. A expressao foi realizada
em quatro frascos Erlenmeyer diferentes podendo ser observado a semelhanca

entre eles (Figura 08).

Figura 08: SDS-PAGE 15% corado com Azul de Comassie® Brilhante R-250
referente a expressao do dominio Grb2-CSH3 fusionado com a tag GST em E.coli
BL21 (DE3). O indice A.l corresponde a cultura de bactérias antes da inducéo e o
indice D.l corresponde a cultura de bactérias depois da inducdo. O dominio Grb2-
CSH3 fusionado a GST apresenta massa molecular de 34;360 kDa. (M — marcador
de massa molecular). (Proteinas do marcador molecular: Fosforilase B — 97 kDa;
Albumina — 66 kDa; Ovoalbumina — 45 kDa; Anidrase cabonica — 30 kDa; Inibidor de
tripsina — 20.1 kDa; Lactoalbumina — 14.4 kDa).

M Al D.I. Al D.I Al D.I Al D.l
97 kDa W 01 01 02 02 03 03 04 04

66 kDa s

45kDa

s010a -0 O O ssG
20.1 kDa

14.4 kDa \

Fonte prépria.

Através do SDS-PAGE (Figura 08) nota-se que na regido antes da inducéo
nao houve a expressdo do dominio SH3c, enquanto que na regido depois da
induc&o houve a expressao do dominio.

Os resultados de purificagdo do dominio SH3c podem ser visualizados
através do SDS-PAGE (Figura 09). Estes resultados mostram que o dominio foi
purificado com um alto grau de pureza. Este grau de purificacdo permitiu realizar os
experimentos biofisicos propostos de forma adequada, com concentragdo da ordem
de 150uM de SH3c.
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Figura 09: Purificacdo do dominio Grb2-CSH3. A) SDS-PAGE 15% corado com Azul
de Comassie® Brilhante R-250 referente a purificacdo por afinidade. FLOW through —
Solucéo originaria da expressado do dominio; E1 — Primeira eluicdo; MM — Marcador
Molecular; E2 — Segunda eluigdo; E3 — Terceira eluicdo. B) SDS-PAGE 15% corado
com Azul de Comassie® Brilhante R-250 referente a purificacdo por afinidade a
Glutationa do dominio. MM — Marcador Molecular; FLOW through — Solucéo
originaria da expressdo do dominio; E1 — Primeira eluicdo; ET — Eluicdo com
trombina; E4 — Quarta eluigéo; E5 — Quinta eluicdo. C) SDS-PAGE 20% corado com
Azul de Comassie® Brilhante R-250 referente a purificacdo por exclusdo molecular
com eluicdo em tampao 25 mM de Fosfato de Sédio pH 7,5 com 140 mM NacCl. D

Cromatograma referente a purificagdo por exclusdo molecular em AKTApurifier

coluna Superdex® 75 10/300 GL

I C) m—

" 20.1 kDa

W 14.4kDa “ Ll

FLOW E1 MM E2 E3

FLOW E1 ET E4 E5

Fonte prépria.

Como é possivel perceber (Figura 09a), o flow through que foi obtido na
etapa de expressdo e que foi inserido na resina GSTrap 4B®, o dominio SH3c ainda
fusionado com a tag GST ficou ligado a resina, sendo que ele ndo aparece na regiao
destacada pela seta vermelha, que é a flow through. Apos a primeira eluicdo (E1), o
contaminante encontrado na etapa da expressdo foi eliminado como é possivel
perceber pela seta verde. A segunda e terceira (E2 e E3) eluicbes sugerem que o
dominio possui um alto grau de pureza pelo fato de ndo aparecer nenhum
contaminante nessas elui¢oes.

Com o dominio SH3c fusionado com a tag GST ficou ligado na resina, é
necessario fazer a separacao do dominio SH3c da tag GST e, para isto, foi utilizado

a enzima Trombina (37 kDa), por ela reconhecer um sitio de clivagem encontrado na
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GST. Pela Figura 09b o flow through e a eluicdo E1 foram mantidos no novo gel
apenas para fazer a comparagdo com as novas eluigoes, as eluicdes E2 e E3 pelo
fato de ndo possuirem nada foi apenas descartada. Na eluicdo contendo a trombina
é possivel observar o dominio SH3c indicado pela seta azul. Apés a clivagem da tag
GST, é entdo necessario uma purificacdo por exclusdo molecular para separar a
trombina (37 kDa) do dominio SH3c (8.36 kDa). As eluicbes E4 e E5 foram feitas
para observar se todo o dominio foi desacoplado da tag GST. Pela purificacéo por
exclusdo molecular (Figura 09d) foi possivel fazer a separacdo do dominio SH3c da
trombina, pelo SDS-PAGE 20% (Figura 09c) é possivel perceber que o dominio
teve uma alta qualidade em sua purificacdo e possuiu um rendimento de
aproximadamente 150 uM, apoés isto o dominio foi concentrado e utilizado para fazer

as medidas de espectroscopia de fluorescéncia e espectroscopia de RMN.

5.2. FLUORESCENCIA EM ESTADO ESTACIONARIO SH3C/CUMARINA

Através do espectro de emisséo de fluorescéncia do dominio SH3c (Figura
10) é possivel perceber a supressdo na intensidade do sinal conforme foi titulado a
cumarina. Foi utilizado 3 uM de SH3c e a concentracdo de cumarina variou de 0 a 8
UM com titulacBes de 0,5 uM. Através do espectro se observa que o pico de emissao
maxima se desloca para o vermelho conforme a cumarina é€ titulada indicando que
um ou mais residuos de triptofano estdo se tornando mais acessiveis ao solvente

conforme aumenta a concentragdo de cumarina no meio [51].
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Figura 10: Espectro de emissao de fluorescéncia do dominio SH3c na presenca de
Cumarina a 298 K. Com a titulacdo de cumarina (0 uM a 8 uM) a intensidade de
fluorescéncia foi diminuindo sugerindo interacdo entre o dominio SH3c e a
Cumarina.
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Fonte prépria.

Nos experimentos realizados, a cumarina foi preparada em etanol absoluto,
entretanto, o volume de etanol alcancado no sistema SH3c/Cumarina nao
ultrapassou 5%, sendo uma proporcdo de etanol incapaz de desnaturar o dominio,
uma vez que valores acima de 10% podem causar alteragbes na conformacao do
dominio [52].

A Figura 11 demonstra que os valores de supresséo de fluorescéncia que
foram obtidos estéo de acordo com a equacao de Stern-Volmer nas temperaturas de
288 K, 298 K e 308 K, possuindo uma razao linear da intensidade de fluorescéncia

do dominio SH3c tanto na auséncia quanto na presenca de Cumarina no meio(lo/l).
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Figura 11: Grafico de Stern-Volmer: Supressao de Fluorescéncia do dominio Grb2-
CSH3 nas temperaturas de 288 K (vermelho), 298 K (preto) e 308 K (azul). Este
grafico indica uma supressao dinamica, onde Ksy aumenta com a temperatura
devido ao aumento no numero de colisdes da cumarina com os fluoréforos.

3.5 1 A 308 K
Il 298 K
304 @288K

I
0 5 10 15 20
Cumarina (pM/l)

Fonte prépria.

As constantes de Stern-Volmer (Ksy) nas trés temperaturas foram obtidas
através do ajuste linear (Tabela 03), os valores encontrados sdo diretamente
proporcionais ao aumento de temperatura, indicando uma ocorréncia de supressao

dinamica.

Tabela 03: Constantes de supressdao Ksy: Valores obtidos do complexo
SH3c/Cumarina nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K em um pH 7.5.

T(K) Ksv (x10° M

288 1.08 + 0.01
pH 7.5 298 1.14+0.01

308 1.18 + 0.01

R = 0.998 (coeficiente de correlagao)

O aumento de temperatura faz com que a viscosidade do meio onde ocorre

a interacdo diminua, favorecendo entdo a interacdo da cumarina difundindo no
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fluoréforo em seu estado excitado. Com isto, conforme ha um aumento de
temperatura ha entdo um aumento nas colisdbes dos fluoréforos excitados do
dominio SH3c com a cumarina, resultando em um aumento da constante de
supressio Ksy [40].

Com os resultados obtidos a partir da supressao de fluorescéncia da SH3c
com a cumarina, as constantes de ligacdo K, e 0 nimero de sitios de ligacao (n) por
dominio podem ser previsto pela equacao (12). Essa equacado fornece uma relacao
entre a razao da diferenca entre a fracdo de SH3c livre pela fracdo de Grb2-CSH3
ligada com a cumarina em fungéo da concentracdo de cumarina. A Figura 12 mostra
o grafico da SH3c e cumarina nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K ajustados

pela equacao (12).

Figura 12: Grafico de Duplo-Log: Dados obtidos da supressao de fluorescéncia do
dominio Grb2-CSH3 na presenca de cumarina nas temperaturas de 288 K
(vermelho), 298 K (preto) e 308 K (azul). Com base neste grafico € possivel
determinar o nimero de sitios de ligacdo (n) e a constante de associacado K, das
interacdes.
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Fonte prépria.
As constantes de associacao (Kp) e os sitios de ligacdo (n) nas temperaturas

de 288 K, 298 K e 308 K foram obtidos através do ajuste linear, esses valores se

encontram Tabela 04:
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Tabela 04: Constante de associacao Ky, e sitios de ligacdo (n): Valores referentes ao
complexo Grb2-CSH3/Cumarina nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K.
SH3c/Cumarina

S T®K  n  Kp(x1°Mh)
288 0.98 +0.01 0.70 £ 0.02
pH 7.5 298 1.03 £0.01 1.25 +0.02
308 1.07 £ 0.01 2.00 £ 0.02

R=0.999 (coeficiente de correlacao)

E possivel perceber através dos resultados encontrados (Tabela 04) que
nas trés temperaturas estudadas o sitio de ligacdo (n) é aproximadamente 1.0,
enguanto que os valores da constante de associacdo sofreu um aumento conforme
a temperatura foi aumentando. Esses resultados mostram que a temperatura
favorece a formacgéao do complexo SH3c/Cumarina.

Para verificar as contribuicbes energéticas da interacdo foi utilizada a
equacao (13). A Figura 13 mostra o grafico de van’t Hoff para o sistema nas trés

temperaturas estudadas.
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Figura 13: Grafico de van’t Hoff: Analise termodindmica do complexo Grb2-
CSH3/Cumarina nas temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K. O grafico de van’t Hoff
relaciona a constante de associacdo com a temperatura. Com este grafico é possivel
calcular os parametros termodinamicos AH e AS, fundamentais para caracterizar
que tipo de interacdo estda ocorrendo no complexo. Conhecendo AH e AS da
interagcéo é possivel também determinar a energia livre de Gibbs (AG).
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Fonte prépria.

Na Tabela 05 encontram os valores de AH, -TAS e AG determinados a partir

da Figura 13 e das equacdes (20) e (21).

Tabela 05: Parametros termodinamicos referentes ao complexo SH3c/Cumarina nas
temperaturas de 288 K, 298 K e 308 K.
SH3c/Cumarina

T(K) AG(kcal/mol) AH(kcal/mol) -TAS(kcal/mol)

288 -26.0+2.0 -65.0+1.0
pH 7.5 298 -29.0+2.0 39.0+1.0 -68.0+1.0
308 -31.0+2.0 -70.0+1.0

Abaixo, é possivel visualizar uma representacdo quantitativa do perfil

termodinamico do sistema:
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Figura 14: Perfil termodinamico do complexo SH3c/Cumarina nas temperaturas 288
K, 298 K e 308 K. Em vermelho é representado a variagdo da energia livre de Gibbs
(AG), em verde é representado a variagdo da entalpia (AH) e em azul é
representado a variagéo da entropia (TAS).
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Fonte prépria.

A variacao entélpica do sistema nas trés temperaturas continua a mesma de
acordo com a Tabela 03, tem ainda que os valores de AH sao positivos,
caracterizando uma reacdo endotérmica na qual a ligacdo entre a cumarina e o
dominio SH3c é desfavorecida quanto maior for esse valor [53]. A variacdo da
energia livre de Gibbs é negativa, mostrando ser uma interacdo espontanea. A
contribuicAo entropica € negativa devido a equagdo (14). No complexo
SH3c/Cumarina tanto a contribuicdo entalpica quanto a entrdpica sdo positivas
(AH>0 e AS>0), sendo assim a interagdo € entropicamente dirigida, dominada por
efeitos hidrofébicos [51]. O alto custo entropico se deve as moléculas de agua que
séo retiradas da camada de solvatacdo da proteina quando a cumarina se aproxima

do sitio de ligagdo [51].

5.3. DINAMICA ESTRUTURAL DO DOMINIO SH3C POR RMN

Através dos experimentos 2D 'H, *®N-HSQC caracterizou-se a dinamica de

cada vetor *H-""N da cadeia principal do dominio SH3c. As taxas de relaxaces R;
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(1/T1), Rz (1/T,) e hNOE (Figura 15) foram medidas utilizando amostra *H, *>N-SH3c

uniformemente marcada.

Figura 15: Parametros de relaxacéo do vetor *H-'°>N da cadeia principal do dominio
SH3c. As taxas de relaxacdo R; e R, juntamente com o hNOE < 0,65 mostram que a
regido entre a 1 e B2 apresentam maior flexibilidade. As linhas continuas do gréfico
de R; e R, referem-se a média das mensuracdes e as linhas tracejadas referem-se
ao desvio padrdo de cada parametro calculado. Os retangulos amarelos
representam as estruturas secundarias do dominio, sendo os numeros de folha-p
contados a partir da estrutura secundaria da Grb2 completa.
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Fonte prépria.

A taxa de relaxacdo R; média encontrada para o dominio SH3c foi de 1,45 +
0,11 s™. Pode se perceber que a regido entre a B1 e B2 e também B4 e B5 que sdo a

alca RT e a hélice 3;0 encontram-se com R; fora da média encontrada para o
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dominio SH3c, indicando que essa regido estd em dindmica rapida da ordem de ps —
ns. J4 para a taxa de relaxagdo transversal (R,) a média encontrada foi de 9,1 + 1,5
s podendo verificar que os residuos E156 e G158 localizados entre a B1 e B2, os
residuos V170, M171 e D172 localizados entre a 2 e B3 e o residuo V195
localizado no final da hélice 310 encontram-se com taxa de relaxagcdo com relaxagéo
acima da média calculada para o dominio, indicando que esses encontram-se em
troca conformacional lenta na ordem de ps — ms. O hNOE préximo ou menor que
0,65 é tipicamente encontrada para residuos com uma maior flexibilidade. Os
residuos que estdo marcados com o triangulo vermelho foram residuos que
possuiram um hNOE > 0,88, os triAngulos roxos sao referentes a residuos que nao
foram possiveis identificar por ndo possuirem nitrogénio na cadeia lateral, os
triangulos azuis séo referentes a residuos nao sinalizados.

Através da razdo R,/R; foi possivel obter quais residuos estavam em troca

conformacional (Figura 16).
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Figura 16: Parametros de relaxacéo do vetor *H-'°>N da cadeia principal do dominio
SH3c. As taxas de relaxacdo R; e R, juntamente com o hNOE < 0,65 mostram que a
regido entre a B1 e B2 apresentam maior flexibilidade. A linha continua do gréafico de
R2\R; refere-se a média das mensuracdes e as linhas tracejadas referem-se ao
desvio padrdo de cada parametro calculado. A linha em 1 Hz no grafico de kex
indica que os residuos acima de 1 Hz estdo em troca conformacional. Os retangulos
amarelos representam as estruturas secundarias do dominio, sendo os numeros de
folha-B contados a partir da estrutura secundaria da Grb2 completa.

B1 - B2 - B3 —— B4 —— B5 -

R/R
1
-+
'
'
1
1
'
'
1
'
'
1 2
v
'
R al
1
.
1
.
'
1
'
'
.
1
1
'
o

= . m e m—ma

0,64
0.4

0,2 -

0.0

Kex
i
=

I% il -
1 I

145 150 155 160 165 170 175 180 185 190 195 200
Residuos de Aminoacidos

Fonte prépria.

A meédia da razdo R,\R; foi de 6,2 £ 1,1 mostrando que os residuos D153,
K155, G158, V170 e M171 estdo em troca conformacional lenta da ordem de us —
ns, podendo ser verificados juntamente com o grafico de Kgy, onde os residuos que
possuem valores acima de 1 Hz estdo em troca conformacional. No grafico de S?, os

residuos que possuem valores baixos tem movimentos reorientais de maior
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amplitude, enquanto valores altos indicam um grau mais elevado de restricdo, esse
parametro reflete sensivelmente a dindmica reorientacional em escalas de tempo de
ps — ns. Esses residuos podem ser visualizados na estrutura do dominio SH3c

(Figura 17a e 17b), evidenciando um sitio superficial em troca conformacional.

Figura 17: Residuos em troca conformacional lenta (coloridos em verde) indicados
na estrutura do dominio SH3c (coloridos em azul).

A)

G158

Fonte prépria.

A mobilidade encontrada nesses sitios pode estar relacionada a funcdes
especificas deste dominio em interacdes proteina-proteina dentro da célula [54].

5.4. DOCKING MOLECULAR DO COMPLEXO SH3C/CUMARINA

Este trabalho de docking molecular, feito em colaboracdo com o aluno de
Pos-Graduacao em Biofisica Molecular Raphael Vinicius Rodrigues Dias e orientado
pelo Prof. Dr. Leandro Cristante de Oliveira da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” — Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas
(UNESP/IBILCE), tem o intuito de obter informagcbes sobre qual regido esta
ocorrendo a interagcdo SH3c/Cumarina. Este estudo é interessante, pois a interagdo
de pequenas moléculas a macromoléculas tem sido alvo de estudos no
desenvolvimento de farmacos [53].

As simulagdes computacionais realizadas corroboraram com os resultados
de espectroscopia de fluorescéncia indicando a interacdo entre o dominio SH3c e
cumarina (Figura 18), foram encontradas trés possiveis regides onde a cumarina

pode estar se ligando ao dominio SH3c.
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Figura 18: Docking Molecular entre o dominio SH3c e a Cumarina. Estes resultados
foram obtidos a partir de simulagbes computacionais e utilizando os programas
Chimera, Maestro e Dock6, entre o dominio SH3c e a Cumarina. Os clusters C1, C2
e C3 mostram trés possiveis regides de menor energia onde pode estar ocorrendo a
interacdo. Em azul esta representado as folhas-f3, em cinza representado as algas e
em rosa representado a hélice 3;0 do dominio SH3c, em verde se encontra a
molécula de cumarina.
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Fonte prépria.

O cluster C1 indica que os residuos V146, W179, R192, N193, V195, T196 e
P197 estdo colaborando com a interacdo entre o dominio SH3c e cumarina. No
cluster C3 esta indicado que os residuos F152, D153, D155, W178 e Y194 estdo
colaborando com a interacdo além de que o residuo D153 formou uma interacéo de
hidrogénio com a hidroxila da cumarina. Os residuos D153 e D155 foram dois
residuos que se observou pela RMN que estdo em trocas conformacionais. O cluster
C2 indica que os residuos E156, D157, G158, E159, W178 e M189 estdo
participando da interacdo entre o dominio Sh3c e a cumarina enquanto que o
residuo G158 também foi um residuo que mostrou estar em troca conformacional
segundo a RMN.

Os resultados de fluorescéncia indicaram que ocorre uma interacdo entre o
dominio SH3c e a cumarina, os resultados de ressonancia magnética nuclear foram

essenciais para compreender sobre a dinamica estrutural do dominio enquanto que
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o docking molecular corroborou com os resultados anteriormente obtidos fornecendo

também trés possiveis sitios de interacao.

6 — CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

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

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

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

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

importantes alvos proteicos.
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6.1.

PERSPECTIVAS

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

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

Obter parametros de relaxacdo do dominio SH3c fosforilado;

Obter parametros de relaxacdo da interacdo do dominio SH3c fosforilado e

cumarina a fim de elucidar selegao conformacional;
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ANEXO A - MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Meio de Cultura Luria-Bertani (LB) liquido

LB Broth (Lennox)® Sigma-Aldrich
H,O destilada

pH

Autoclavar por 20 min em 120°C

209
1000 ml
7.5

L,O Milli-Q®
CaCl, (1 M)
TS2 (0.2 V%)
Fe Il (10 mM)
Ampicilina (50 mg/ml)
Coquetel de Vitaminas
B2
Bl
MgSO,4 (1 M)
Glicose (20%)
NH4CI
M9 (5x)

Meio minimo M9 — 200 ml
H 50 ml

20 ul

400 pl
200 pl
200 pl
200 pl
200 pl
200 pl
400 pl
5 mi

0.2¢g

40 ml

Completar até 200 ml com H,O Milli-Q®
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Meio minimo M9 — 1000 ml

H,0O Milli-Q® 200 ml
CaCl, (1 M) 100 pl
TS2 (0.2 V%) 2 ml
Fe lll (10 mM) 1ml
Ampicilina (50 mg/ml) 1mi
Coquetel de Vitaminas 1mi
B2 1ml
B1 1ml
MgSO4 (1 M) 2 mi
Glicose (20%) 50 ml
NH,CI* 1lg
LNH,Cl* 1g
M9 (5x) 200 ml
Completar até 1000 ml com H,O Milli-Q®

*Foi utilizado nos experimentos de fluorescéncia

**Foi utilizado nos experimentos de ressonancia magnética nuclear
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ANEXO B — TAMPOES UTILIZADOS

Tampao de Lise Celular — 30 ml

Tris-HCI (50 mM)

CaCl, (1 mM)

MgSO, (1 mM)

2-Mercaptoetanol (ImM)

Tween 20

pH

Completar com NaCl (1 M) até 30 ml

3 mi
600 pl
30 ul
2.1yl
2%
8.0

Tampao de Equilibrio (Afinidade) — 350 ml

Tris-HCI (20 mM)

NaCl (150 mM)
2-Mercaptoetanol (ImM)
pH

14 ml
52.5 ml
24.5 pl
8.0

Tampéo de Exclusao Molecular* — 400 ml

Fosfato de Soédio (25 mM)

NaCl (140 mM)
1,4-Ditiotreitol (1mM)
Ph

Na,HPO, — 5.44 g/l
NaH,PO, — 0.56 g/l
56 ml

24.5 pl

7.5

*Tampao utilizado tanto nos experimentos de fluorescéncia quanto nos experimentos de ressonancia

magnética nuclear.
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ANEXO C - EXPRESSAO DO DOMINIO SH3 C-TERMINAL EM
E.COLI BL21(DE3)

1) Colocar 1 ml de pré-in6culo de SH3c em 50 ml de meio de cultura LB
acrescido de 50 uyl de Ampicilina (50 mg/ml);

2) Manter a 37°C em 100 rpm por 14 h (tempo necessario para atingir uma DO =
0.9);

3) Apo6s o tempo decorrido, colocar 20 ml do meio de cultura LB agora com

bactérias em 200 ml de meio minimo (quantidade suficiente para iniciar com

uma DO = 0.2);
4) Manter a 37°C em 100 rpm por 3 h (tempo necessério para atingir uma DO =
0.9);

5) Centrifugar o meio minimo em 5000xg por 20 min a 20°C;

6) Descartar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 1000 ml de meio
minimo;

7) Manter a 37°C em 100 rpm por 3 h (tempo necessario para atingir uma DO =
0.9);

8) Induzir com 0.4 mM de IPTG a 20°C em 100 rpm por 20 h.

9) Ap6s o tempo decorrido centrifugar o0 meio minimo agora com bactérias em
4000xg por 90 min a 4°C;

10)Descartar o sobrenadante e armazenar o pellet em -80°C;
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ANEXO D - PURIFICACAO DO DOMINIO SH3 C-TERMINAL

1) Coletar o pellet armazenado em -80°C e deixar em repouso contendo 15 ml
de tampé&o de lise sob o gelo;

2) Apo6s o descongelamento do pellet, sonicar em 10 ciclos (2 segundos ON e 1
segundo OFF);

3) Centrifugar a amostra em 17000 rpm por 1h30min a 4°C

4) Filtrar o sobrenadante em um filtro com resolucéo de 0.45 ym;

5) Injetar o sobrenadante filtrado na coluna GSTrap 4B® previamente equilibrada
com tampao de lise;

6) Ressuspender a resina da coluna e em um frasco de Erlenmeyer armazenar
por 2h em 70 rpm & 20°C;

7) Apés o tempo decorrido voltar a resina para a coluna e eluir com 3 volumes
de coluna de tampéo de equilibrio;

8) Acrescentar 10 ml de tampdo de equilibrio contendo 100 unidades de
trombina;

9) Ressuspender a resina da coluna e em um frasco de Erlenmeyer armazenar
por 17h em 70 rpm,;

10)Apds o tempo decorrido voltar a resina para a coluna e eluir com 3 volumes
de coluna de tampao de equilibrio;

11)Concentrar a amostra para 500 ul para ser utilizada na coluna de purificagéo

por exclusdo molecular;
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