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RESUMO

O cancer é uma das principais causas de morte na atualidade e se manifesta
através da proliferacéo acelerada e descontrolada de células. Uma das principais vias
de sinalizacdo ativadas para o desenvolvimento da doenca é a via da MAPK/ERK,
responsavel pelos processos de proliferacdo e diferenciagdo celular. O
reconhecimento de fatores de crescimento por proteinas de membrana, como a
FGFR2, recruta a proteina Grb2, que atua como uma ponte entre a proteina quinase
e outras proteinas que ativam a proteina ERK, responsavel por ativar fatores de
transcricdo no nucleo. Apesar de ser classificada como proteina adaptadora, a Grb2
regula a via da MAPK/ERK através de um equilibrio monémero-dimero, em que o
mondmero permite a transducao de sinal e o dimero inibe esse processo. Além disso,
a Grb2 é capaz de inibir a FGFR2 — que esta relacionada com diversos tipos de
canceres, como o cancer de estbmago, pele e mama. Desta maneira, a Grb2 € um
alvo promissor para o desenvolvimento de terapias antitumorais. Um dos principais
desafios da medicina moderna € o desenvolvimento de medicamentos e estratégias
gue sejam cada vez menos adversas aos pacientes e, nesse contexto, as moléculas
de origem natural tém ganhado destaque no meio cientifico, devido sua grande
biodisponibilidade e inameras propriedades benéficas para o ser humano. Devido a
pouca literatura disponivel a respeito de mecanismos moleculares de interacdo entre
Grb2 e moléculas de origem natural, neste trabalho ndés realizamos a caracterizacao
dos mecanismos de interacdo entre 0 monémero de Grb2 e a molécula de cumarina
(1,2-benzopirona), que possui atividade anticarcinogénica e inibe a proliferacdo
celular. Os estudos biofisicos foram conduzidos em duas condi¢des de pH (7,0 e 8,0)
por se aproximarem do pH intracelular de células saudaveis e cancerosas,
respectivamente. Os resultados da caracterizacao estrutural indicam que o monémero
€ mais flexivel e estavel em pH 8,0 do que em pH 7,0. A interacdo entre a proteina e
a molécula foi classificada como favoravel e hidrofobica (AG < 0; AH e AS > 0), com
constantes de afinidade (Ka) moderadas e da ordem de 10*M! parao pH 7,0 e 10°M-
! para o pH 8,0. A combinacéo dos resultados de STD-RMN e andlises computacionais
mostraram que a molécula de cumarina interage com o sitio de interagdo por meio de
encaixes distintos, comprovando que mudancas conformacionais induzidas pelo
aumento de pH modulam o mecanismo de interacdo de Grb2 com cumarina. Além

disso, foi verificado que a estabilidade estrutural do mondémero se mostrou



dependente da concentracdo de cumarina, sendo fortemente perturbada na proporcao
de [2:1] de cumarina:Grb2. A partir desses resultados, concluimos que a conformacéo
estrutural da Grb2 é sensivel as mudancas de pH e isso pode influenciar na interacéo
desta proteina com outras moléculas e proteinas parceiras. Estes resultados, se
levados em consideracao, podem contribuir para o desenvolvimento de medicamentos

e tratamentos, contra o cancer, e baseados em Grb2, mais eficazes.

Palavras-chave: Grb2. Cumarina. Interagdo proteina-ligante. Modulacao

estrutural por pH.



ABSTRACT

Cancer is one of the leading causes of death today and is manifested through
accelerated and uncontrolled cell proliferation. One of the main signaling pathways
involved in the development of the disease is the MAPK/ERK pathway, which is
responsible for cell proliferation and differentiation processes. Recognition of growth
factors by membrane proteins such as FGFR2 recruits the Grb2 protein, which acts as
a bridge between the protein kinase and other proteins that activate ERK, responsible
for activating transcription factors in the nucleus. Despite being classified as an adapter
protein, Grb2 regulates the MAPK/ERK pathway through a monomer-dimer
equilibrium, in which the monomer activates the signaling pathway and the dimer
inhibits FGFR2 — which is related to several cancers, such as stomach, skin, and
breast cancer. Thus, Grb2 is a promising target for the development of antitumor
therapies due to its role in regulating cell signaling pathways related to cancer
development. One of the main challenges of modern medicine is the development of
drugs and strategies that are less and less adverse to patients. In this context,
molecules of natural origin have gained prominence in the scientific community due to
their excellent bioavailability and numerous beneficial properties for humans. Due to
the limited literature available about the molecular mechanisms of interaction between
Grb2 and molecules of natural origin, we carried out in this work the characterization
of the mechanisms of interaction between the Grb2 monomer and the coumarin
molecule (1,2-benzopyrone), which has anticarcinogenic activity and inhibits cell
proliferation. The biophysical studies were conducted under two pH conditions (7.0 and
8.0) as they approximate the intracellular pH of healthy and cancer cells, respectively.
Structural characterization results indicate that the Grb2 monomer is more flexible and
stable at pH 8.0 when compared to pH 7.0. The interaction between the protein and
the molecule was classified as favorable and hydrophobic (AG < 0; AH and AS > 0),
with moderate binding constants (Ka) of the order of 104 M-1 for pH 7.0 and 10° M1 for
pH 8.0. The combination of STD-NMR results and computational analyses identified
two fits of the coumarin molecule within the interaction site, proving conformational
changes induced by increasing the pH modulate the interaction mechanism of Grb2
with coumarin. It was also found that the structural stability of the monomer was
dependent on the concentration of coumarin, being strongly disturbed in the proportion

of [2:1] coumarin:Grb2. From these results, we conclude that the structural



conformation of Grb2 is sensitive to changes in pH, which may influence the interaction
of this protein with other molecules and partner proteins. If considered, these results
may contribute to developing more effective Grb2-based drugs and treatments against

cancer.

Keywords: Grb2. Coumarin. Structural characterization. Protein-ligand interaction.

pH-induced structural modulation.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o cancer € uma das
principais causas de morte ao redor do mundo e, apenas no ano de 2020, provocou
aproximadamente 10 milhées de mortes [1]. O termo “cancer” define um grupo de mais
de 100 doencas malignas provocadas pelo crescimento acelerado e incontrolavel de
células, que adquirem diversos mecanismos que favorecem sua sobrevivéncia e
multiplicacdo, como a desregulacdo do balan¢co bioenergético, que provoca uma
inversao do gradiente de pH entre o meio intracelular a matriz extracelular, facilitando
0S processos de invasao e metastase [2-5].

A proteina Growth factor receptor bound 2 (Grb2) é uma proteina adaptadora
presente na via de sinalizacdo da MAPK/ERK, responsavel pelos processos de
proliferacéo e diferenciacao celular [6]. Sua principal funcédo é realizar a conexao entre
receptores de membrana que reconhecem fatores de crescimento e outras proteinas
que fornecem energia para a ativacao de uma série de reacdes quimicas que induzem
a sintese de fatores de transcricdo no nucleo [6]. No entanto, diversos estudos
descrevem a participacdo da Grb2 na regulacdo de outras proteinas através de um
equilibrio mondmero-dimero e até mesmo dos processos de reparo de DNA e morte
celular, que sao burlados pelas células cancerosas [7-14].

Considerando a extensa participacdo da Grb2 nos processos vitais de uma
célula, ela se torna um excelente alvo para o desenvolvimento de terapias
anticarcinogénicas; e apenas uma pequena parcela da literatura aborda a
caracterizacdo de seus mecanismos moleculares com moléculas bioativas isoladas
de fontes naturais, que atualmente garantem 80% da seguranca sanitaria de
economias em desenvolvimento e geram uma receita bilionaria para a industria
farmacéutica global [15,16]. Nesse contexto, n6s escolhemos a molécula de cumarina
(1,2-benzopirona) para o estudo de mecanismos de interagcdo com a Grb2 por ser uma
molécula de origem natural de baixa toxicidade e com propriedades
anticarcinogénicas bem descritas na literatura, como a inibicdo da formacdo de
tumores em camundongos e a inibicdo de potencial proliferativo e inducdo de
apoptose em células humanas de cancer de célon e pulmao [17-21].

Nesta pesquisa, ndés utilizamos a proteina recombinante Grb2 mutante Y160F,
gue favorece o estado monomeérico capaz de dar continuidade as vias de sinalizacao

[8]. Através de uma combinacdo de técnicas experimentais (supressao de
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fluorescéncia e STD-RMN) e computacionais (docking e dinamica molecular),
identificamos a constante de afinidade e o sitio de interacdo entre a proteina e a
cumarina. A estrutura da Grb2Y16F foi analisada na auséncia e presenca da molécula
pelas técnicas de DLS e dicroismo circular. Todos os experimentos foram realizados
em pH 7,0 e 8,0 por se aproximarem do pH intracelular de células saudaveis e
cancerosas, respectivamente [5]. Por fim, baseado nos dados obtidos, constatamos
que a Grb2Y60F gpresenta uma estrutura mais estavel em pH 8,0 e que sua
estabilidade estrutural é influenciada pela concentracdo de cumarina. A interacédo foi
classificada como moderada, hidrofébica e o pH foi capaz de interferir na afinidade do

complexo, favorecendo o pH 8,0.

1.1 Objetivos

O objetivo deste estudo foi caracterizar a estrutura da Grb2 monomérica em pH
7,0 e 8,0 e identificar os parametros termodinamicos de sua interagdo com a molécula

de cumarina.

1.1.1 Objetivos Especificos

« Expressar a proteina recombinante Grb2Y160;

« Purificar a Grb2Y1%"em pH 7,0 e 8,0;

e Avaliar a influéncia do aumento de pH na estrutura da proteina pelas
técnicas de DLS e Dicroismo Circular;

e Obter os parametros termodindmicos da interacdo da proteina com a
cumarina por supressao de fluorescéncia;

e Mapear a interacdo da cumarina com a proteina por STD-RMN;

e Avaliar a estrutura da proteina na presenca de diferentes concentragfes de

cumarina através das técnicas de DLS e Dicroismo Circular.
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De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), mais de 19 milhdes

de novos casos de cancer foram relatados no ano de 2020 ao redor do mundo. Mesmo

com os esfor¢os para a prevencao e inovacdes em tratamentos, o cancer ainda € uma

das principais causas de morte no mundo e provocou aproximadamente 10 milhdes

de mortes no mesmo ano [1]. No Brasil, foram estimados cerca de 323.540 casos da

doenca para 2020 entre os dez principais tipos de cancer que acometem brasileiros

(figura 1) [2].

Figura 1 — Principais tipos de cancer e sua incidéncia em homens e mulheres no Brasil no ano de 2020.

Os numeros foram arredondados para multiplos de 10.
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Fonte: Retirado de [2].

O termo “céncer’ define um grupo de mais de 100 doengas malignas

caracterizado por defeitos durante o processo de sinalizagdo celular e que causam
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um crescimento descontrolado e acelerado de células [3]. Para que isso ocorra, as
células cancerosas adquirem uma variedade de caracteristicas adaptativas (figura 2),
com destaque para o aumento do potencial proliferativo [4]. Recentemente, a
desregulacdo do balanco bioenergético foi elencada como uma caracteristica
importante, pois é provocada justamente pela rapida multiplicacdo das células —
provocando, consequentemente, uma inversdo do gradiente de pH entre os meios
intra e extracelular, que € um fator essencial para os processos de invasdo e
metastase [5,22-24]. Em uma célula saudéavel, o pH intracelular (pHi) se mantém em
torno de 7,2 enquanto que o pH extracelular (pHe) se mantém em torno de 7,4.
Contudo, estudos mostram que células cancerosas apresentam um pHi entre 7,4 e
7,6 e um pHe entre 6,7 e 7,1 [25-28].

Figura 2 — Principais caracteristicas adaptativas adquiridas por células cancerosas.
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Fonte: Adaptado de [4].

O aumento do pH intracelular é consolidado como um estado permissivo para
os processos de proliferacéo e diferenciacéo celular devido a aceleracao de entrada

na fase S do ciclo celular [24,29]. A fase S é caracterizada pela sintese de cépias do
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DNA, pela duplicacdo do material genético e pela fabricacdo de centrémeros e seu
adiantamento provoca a supressao de checkpoints de reparo de DNA, favorecendo a
instabilidade genética de células cancerosas [30]. A alcalinizacdo do pH ainda
favorece a resisténcia a apoptose, que é liderada pela acidificacdo do meio intracelular
[5,22,31].

Ja a acidificacdo do pH extracelular € uma consequéncia das adaptacoes
metabdlicas necessarias para o crescimento desenfreado de células, que passam a
necessitar de muito mais energia para a sintese de nucleotideos [32]. As células
passam a absorver mais glicose para obter energia (ATP) e mudam o regime de
guebra da molécula, que passa da quebra oxidativa para a quebra por fermentacéo,
que é mais rapida e forma o &cido latico como produto final. Com o aumento da
concentracdo de acido latico secretado pelas células, o bicarbonato (HCO? ) perde
sua dindmica tamponante e, consequentemente, o pH extracelular diminui,
provocando a remodelacdo da matriz extracelular através da ativacdo de proteases,
que facilitam os processos de invasdo e metastase [32-35].

Considerando as condicdes fisioldgicas de células saudaveis e cancerosas, é
de suma importancia que os estudos a respeito dos mecanismos moleculares
envolvidos na progressao e tratamento do cancer sejam realizados considerando as
mudancas adaptativas adquiridas, principalmente em relacéo a inverséo do gradiente
de pH, uma vez que proteinas podem sofrer modificacdes que interfiram em sua
estrutura, funcédo ou afinidade de interacdo e, consequentemente, no processo de

sinalizacao celular [5,22].

2.1 Sinalizagé&o celular e as vias de mapk

O processo de sinalizacdo celular permite a comunicacdo auto regulatéria de
uma célula (autécrina), entre células proximas (paracrina), através da corrente
sanguinea para atingir uma ceélula alvo distante (enddcrina) ou envolvendo neurénios
(sinaptica), gerando alteragcdes fisiologicas induzidas por fatores de crescimento,
mudancas de temperatura e oxigénio, fome, resposta a patégenos e etc. [35,36]. A
comunicacdo celular ocorre por meio de sinais quimicos (peptideos, horménios,
glicoproteinas e etc.), que interagem com proteinas receptoras presentes na

membrana celular, no citosol e na membrana nuclear e ativam vias de sinalizacao,
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que correspondem a uma série de reacdes em cadeia que regulam a expressao

génica das células [35].

As proteinas receptoras de membrana podem ser classificadas de acordo com
seu mecanismo de transducdo de sinal em trés categorias: acopladas a canais
ibnicos, acopladas a proteina G ou associadas a enzimas [37]. No caso das vias de
sinalizagdo que promovem o desenvolvimento de cancer, destacam-se as proteinas
receptoras associadas a enzimas, que geralmente pertencem ao grupo das quinases
e apresentam estruturas transmembrana em a-hélice, com o sitio de interacdo com o
ligante localizado na superficie da regido extracelular e o sitio catalitico, na regido
intracelular [35]. O sitio catalitico fosforila residuos de serina (S), treonina (T) ou
tirosina (Y) de proteinas associadas as proteinas receptoras e, consequentemente,
altera a funcéo destas proteinas para dar continuidade a transmisséo do sinal [35,37].

Os processos de proliferacdo e diferenciacdo celulares sédo regulados
principalmente pela familia das MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases) — proteinas
quinases ativadas por sinais extracelulares que induzem a mitose e divisao celular
(figura 3) [35]. As trés principais MAPK que podem ser ativadas sédo: ERK, JNK e p38
e a especificidade de ativacdo de cada quinase da-se por meio do tipo de estimulo
externo que interage com as proteinas receptoras de membrana. Os mais comuns
sao fatores de crescimento para a ERK e citocinas pré-inflamatorias para a JINK e para
a p38 [35,38].

Um exemplo de proteina receptora envolvida na ativacdo da MAPK/ERK é a
FGFR2 (Fibroblast growth factor receptor 2). Sua ativagéo ocorre quando um fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) é reconhecido pelo proteoglicano de heparan
sulfato da proteina, promovendo a estabilizacdo da interagcdo e a dimerizacdo do
receptor na membrana celular [39]. Esse processo € essencial para impedir a
degradacédo do fator de crescimento por proteases e para a ativacdo do dominio
quinase da FGFR2, resultando na autofosforilagédo de forma cruzada de seus residuos
de tirosina, que sdo essenciais para a formacgdo de sitios de ligacdo que recrutam
outras proteinas para dar continuidade a transmissao do sinal [7,39].

Uma das proteinas que se liga a FGFR2 fosforilada é a Grb2, que atua como
uma ponte e recruta a SOS (Son Of Sevenless homolog protein) para perto da
membrana plasmatica, que realiza a catalise de GDP em GTP e ativa a RAS (RAt

Sarcoma virus protein) (figura 4). A RAS é regulada por um mecanismo on e off, em
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gue é ativada pela SOS e inibida pela GAP (Gtpase-Activating Protein), que catalisa
o GTP em GDP. Quando ativada, a RAS inicia uma sequéncia em cascata de
fosforilagbes de RAF/MEK/ERK e a ERK se desloca para dentro do nacleo para ativar
fatores de transcricdo que regulam os genes relacionados a producéo de fibroblastos
[35-38].

Figura 3 — Representacao das vias de sinalizacéo das proteinas quinase ativadas por mitégenos.
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Fonte: Elaborado pela autora através do website Biorender (2022).
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Figura 4 — Representacédo da via de sinalizacdo da RAS/MEK/ERK. Os fatores de crescimento de
fibroblastos (FGFs) induzem a fosforilagdo da Grb2 pela FGFR2, promovendo a aproximagéo da SOS
da membrana, proteina responsavel por catalisar GDP em GTP e ativar a RAS. A RAS se liga a proteina

RAF para ativar a cascata MAPK e induzir a sintese de fatores de transcri¢do no nucleo.

Fonte: Elaborado pela autora através do website Biorender (2022).
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2.2 A proteina growth factor receptor bound 2 (grb2)

Dentre vérias proteinas que participam dessas vias de sinalizacéo, a proteina
Growth factor receptor-bound 2 (Grb2) tem ganhado notoriedade devido as diversas
funcdes que exerce em uma célula. A Grb2 é ubiquamente expressa em organismos
eucariotos e pertence a classe de proteinas adaptadoras, ou seja, que nao possuem
atividade enzimatica, mas atuam reconhecendo sequéncias especificas para
promover interacdes entre proteinas [6]. Entretanto, apesar desta classificacdo
simpldria, a Grb2 atua na regulacédo da via da MAPK/ERK através de um equilibrio
mondmero-dimero, inibindo a FGFR2 e regulando a atividade enzimatica da fosfatase
SHP2 (SH2 domain containing tyrosine phosphatase 2) [7-10]. Além disso, estudos
recentes relatam a participacdo da Grb2 na separacéo de fase liquido-liquido e nos
processos de reparo de DNA e morte celular programada [11-14].

Sua estrutura é composta por 217 aminoacidos, distribuidos em um dominio
SH2 (Src homology domain 2) flanqueado por dois dominios SH3 (Src homology
domain 3) N e C terminais, com massa molecular de 25 kDa (figura 5) [40].

Figura 5 — Estrutura tridimensional da proteina Grb2. (A) Em estado dimérico, com os protébmeros
representados pelas cores roxo e dourado. (B) Em estado monomérico, com o dominio SH3 N-terminal
representado pela cor azul, o dominio SH2 pela cor rosa e o0 SH3 C-terminal pela cor cinza, com o
residuo Y160 destacado em verde. Somente a Grb2 monomeérica consegue realizar o reconhecimento

e interacdo com a SOS para dar continuidade as cascatas de sinalizagao.

Fonte: Cortesia de DIAS, R. V. R. — Adaptado de: Protein Data Bank (PDB). PDBid: 1GRI.
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Seu dominio SH2 é composto por aproximadamente 100 aminoacidos, que
estdo organizados em 5 fitas-3 antiparalelas localizadas entre 2 hélices a paralelas,
que reconhecem residuos de tirosina fosforilados (pY) em sequéncias com o0 motivo
pY-x-N (sendo x um residuo de aminoacido com cadeia lateral hidrofobica e N,
asparagina) de dominios quinase de proteinas receptoras ou residuos pY de proteinas
associadas a estes dominios [6,9]. Ja& os dominios SH3, sdo compostos por uma
média entre 50 e 75 amino&cidos e estdo organizados em 5 fitas-p antiparalelas e
uma hélice 310, que reconhecem e formam complexos com sequéncias de 9 a 10
aminoacidos com o motivo P-x-x-P (sendo x qualquer outro aminoacido e P, prolina)
de outras proteinas [6,37].

Quanto ao equilibrio monémero-dimero, esse mecanismo ainda nao foi
completamente elucidado embora seja essencial para a homeostase celular [8]. Sabe-
se gque a dimerizacdo da Grb2 cria uma interface de contato entre os residuos E87 e
Y160, localizados, respectivamente, nos dominios SH2 e SH3 C-terminal dos
protdbmeros. Esses dois residuos estabilizam o dimero através de uma ligacao de
hidrogénio entre si, porém, a fosforilacdo do Y160 (pY160) ou a interacdo de
sequéncias com o motivo pY-x-N com dominio SH2 é suficiente para perturbar o
microambiente da interface e causar a monomerizacéo da proteina [6,8]. Além disso,
o nivel de expresséo génica influencia no estado em que a proteina se encontra no
citosol, uma vez que o dimero é predominante no citoplasma de células que
expressam altas concentragcdes de Grb2 e o mondmero, em células que expressam

baixas concentra¢fes [10,11].

2.2.1 Regulacéo da via MAPK/ERK pelo equilibrio monémero-dimero

Geralmente, proteinas receptoras de membrana sdo encontradas inativas, em
estado monomeérico ou pré-dimérico e a interagdo com moléculas estimuladoras lidera
a estabilizacédo das proteinas de membrana para que sejam ativadas [11,41,42]. Um
exemplo bem descrito na literatura € o da proteina receptora FGFR2, que forma um
pré-dimero e possui um nivel de fosforilagdo basal ndo sinalizante na auséncia de
fatores de crescimento [7,9].

A cauda C-terminal do dominio quinase da FGFR2 apresenta uma regiao
desordenada e com sequéncia rica em prolina que interage com o dominio cSH3 da

Grb2, formando um heterotetramero entre um dimero de Grb2 e duas moléculas do
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receptor de membrana (figura 6). Anos depois, experimentos de TROSY-HSQC
revelaram uma grande participacdo do dominio nSH3, mas sua funcdo nessa

interacao permanece desconhecida [7,39].

Figura 6 — Mecanismo de inibicao de FGFR2 pelo dimero de Grb2. (A) Receptor de membrana em
conformacédo pré-dimérica e com estado de fosforilacdo basal; (B) Reconhecimento de fator de
crescimento de fibroblastos (oval em laranja) pelo receptor, promovendo a aproximacdo da cauda C-
terminal do dominio quinase (oval em azul) que fosforila a Grb2; (C) Apos a dissociagdo da Grb2 por

repulséo eletrostatica, a FGFR2 pode recrutar outras proteinas do citosol.

T
Ty LU

Fonte: Adaptado de [7].

A formagéao do heterotetramero facilita a identificagéo de fatores de crescimento
que, quando reconhecidos pelo proteoglicano de heparan sulfato, estabilizam o
dimero de FGFR2 e provocam uma mudanca conformacional que aproxima a cauda
C-terminal e a Grb2 do dominio quinase ativo. Durante este processo, a Grb2 é
fosforilada no residuo Y209 e se dissocia do complexo por repulsdo eletrostatica com
o residuo Y812 da FGFR2, permitindo a fosforilacdo cruzada das caudas C-terminais
e 0 recrutamento de outras proteinas [6].

Todavia, mesmo na auséncia de fatores de crescimento, a fosforilacdo basal
da FGFR2 é capaz de ativar seu dominio quinase, sendo este evento algo comum em
receptores tirosina quinase [6,8,43]. Quando a Grb2 se dissocia cauda C-terminal da

FGFR2, um novo mecanismo regulatério € acionado, agora para ativar a enzima
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SHP2, que é responsavel por desfosforilar a FGFR2 e a Grb2 para reestabelecer a
homeostase celular [8].

Primeiramente, é importante sabermos que em estado dimérico, a Grb2 impede
que a FGFR2 fosforile a SHP2, condicdo essencial para a atividade catalitica da
fosfatase. Consequentemente, isso impede que a SHP2 desfosforile os residuos Y653
e Y654 do loop de ativacdo do dominio quinase da FGFR2 [8]. Portanto, o dimero de
Grb2 é fundamental para manter o nivel de fosforilagdo basal da FGFR2, manter a
estabilidade do heterotetramero e facilitar o reconhecimento de fatores de
crescimento. Ainda, Ahmed e colaboradores verificaram que células deficientes na
expressdo de Grb2 impedem a ativacdo da via da MAPK, pois a FGFR2 estimulada
fosforila a SHP2, que instantaneamente, desfosforila o receptor e impede a ativacéo
da via de sinalizagdo [9]. A figura 7 apresenta um esquema resumido de todas as

interacdes.

Figura7-Esquemade regulacdo de FGFR2 e SHP2 pelo equilibrio mondmero-dimero. (A) FGFR2
em complexo com a Grb2 dimérica e apresentando nivel de fosforilagao basal do dominio quinase; (B)
SHP2 ativada desfosforila totalmente a FGFR2 na auséncia do heterotetramero; (C) FGFR2 em
condicdes basais é capaz de fosforilar o residuo Y542 da SHP2 para ativa-la; (D) FGFR2 fosforila o
Y209 da Grb2, provocando a dissociacao do heterotetramero; (E) SHP2 desfosforila o Y209 da Grb2

para reestabelecer a fosforilacdo basal da FGFR2.
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Fonte: Adaptado de [9].
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Em 2021 um novo mecanismo foi descrito para a SHP2, em que foi verificado
que a Grb2 é capaz de induzir sua atividade enzimatica independente de fosforilacao
[9]. Para que isso ocorra, € necessario um desequilibrio que favoreca o estado
monomérico da Grb2, seja por fosforilagdo do Y160 ou pela baixa concentracdo da
proteina no citosol [7,9]. Os dominios SH2 e cSH3 da Grb2 interagem com o0s
dominios nSH2 e PTP da SHP2, respectivamente, provocando uma mudanca
conformacional que rompe a interface molecular entre nSH2 e PTP que como um
mecanismo auto inibitério de sua atividade enzimética em condic¢des basais [9,10].

O entendimento desses mecanismos € importante pois diversos estudos
relatam que mutacdes somaticas na FGFR2 estdo relacionadas com o
desenvolvimento de canceres e que mutacdes em células germinativas provocam
anormalidades esqueléticas [44-48]. O evento de splicing alternativo na regido C-
terminal do dominio quinase pode gerar varias isoformas de FGFR2 e em varias delas,
ocorre a delecédo de sequéncias de aminoacidos que resultam em sinais aberrantes
em linhagens de células cancerosas de estbmago, pele e na maioria das linhagens de
cancer de mama [45-48]. Além disso, a SHP2 foi o primeiro proto-oncogene
identificado e a desregulacéo de sua atividade enzimatica esta associada a diversos
tipos de leucemia [49].

Considerando que 0s mecanismos apresentados envolvendo a Grb2, sua
funcdo na célula é muito mais complexa do que a de uma simples proteina
adaptadora. O estabelecimento de um complexo Grb2-SOS também € essencial para
prosseguir com a via de sinalizacdo da MAPK/ERK e sua disrup¢éo poderia prevenir
nao somente 0s sinais aberrantes derivados de falhas dos mecanismos que envolvem
a FGFR2 e a SHP2, mas também impedir a ativagdo de RAS oncogénicas [50].
Portanto, a busca por moléculas que interajam com Grb2 se torna imprescindivel para
o desenvolvimento de medicamentos e terapias antitumorais mais eficientes e que

causem menos danos colaterais ao organismo.

2.2.2 A mutacéo Y160F

O residuo Y160 apresenta uma importancia particular para a estrutura da Grb2,
pois sua fosforilacdo provoca a monomerizacdo da proteina e é associada a
agressividade de tumores malignos, levando a progressao do cancer para estagios

terminais em pacientes que apresentavam altos niveis de pY160 [6]. Alguns exemplos
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de quinases oncogénicas fusionadas capazes de fosforilar o Y160 sédo: BCR-ABL,
TPR-MET e TEL-JAK2 [43]. Considerando que o estado monomérico da Grb2 é o
anico que consegue dar sequéncia as vias de sinalizacdo, o presente estudo foi
realizado com a mutacdo Y160F (figura 8) com o intuito de mimetizar o estado
monomerico para o estudo do mecanismo molecular de interacdo com a molécula

anticarcinogénica de cumarina.

Figura 8 — Estrutura dos amino4cidos fenilalanina e tirosina. A fenilalanina é um aminoacido
essencial obtido através da alimentacdo e € precursora da tirosina, sendo o grupo hidroxila (-OH)

adicionado a cadeia lateral pela enzima fenilalanina hidroxilase.

OH OH
NH HO NH

2 2
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O residuo Y160 realiza uma ligacéo de hidrogénio com o E87 e sua substituicdo
por F160 modifica a interacdo que forma a interface do dimero, que passa a formar
uma ligacdo anion-tr, realizada principalmente entre anions e carbonos de anéis
aromaticos, em que ha uma preferéncia de ligacdo entre residuos de fenilalanina,
glutamato, histidina, arginina e asparagina [6,8,51]. As ligacbes anion-mr séo
relativamente comuns e ocorrem em mais de 17 mil proteinas depositadas no Protein
Data Bank. Esse tipo de ligacdo apresenta um carater mais fraco do que ligacdes de
hidrogénio e, portanto, favoreceria o estado monomérico da Grb2 em solucéo [51].

Estudos realizados em células verificaram que a substituicdo Y160F néo
interfere na ligagédo da Grb2 com a FGFR2 e a SHP2 e que o mutante também pode
ser encontrado em estado dimérico [7,9]. Uma analise visual da interface de
dimerizacdo da Grb2 através do software UCSF Chimera revela trés residuos (F160,
H184 e E87) que podem interagir para formar um dimero, corroborando com a
descricéo de Philip et al. (2011) (figura 9).
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Figura 9 — Possivel interface de dimerizacdo da Grb2Y160F mediada por ligacdo anion-m. (A)
Posicao de residuos de fenilalanina, glutamato e histidina realizando ligacdo anion-1r, segundo a
proposta de Philip et al. (2011); (B) Interface de dimerizacdo da Grb2Y16%F visualizada pelo software
UCSF Chimera.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Baseado em dados experimentais observados pelo nosso grupo, a Grb2Y160F
predomina em estado monomérico em solucdo quando purificada. Deste modo, a
mutagcdo permite a realizacdo de um estudo mais proximo de sua estrutura e
mecanismos moleculares regulados pelo estado monomérico na auséncia de ligantes

e fosforilacéo.

2.3 A molécula de cumarina (1,2-benzopirona)

Atualmente, o uso de plantas medicinais garante a seguranca sanitaria de
aproximadamente 80% da populacdo de paises em desenvolvimento [15]. Diversos
medicamentos utilizados na medicina moderna tém como origem produtos naturais,
que provém de extratos de plantas ou que sdo analogos sintéticos de moléculas
fitoterapicas, movimentando um comércio mundial que estima atingir o valor de 7
trilndes de dolares até o ano de 2050 [15,16].

A molécula de 1,2-benzopirona, popularmente conhecida como cumarina, € um
produto do metabolismo secundario de plantas que desperta o interesse da
comunidade cientifica por apresentar propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
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antimutagénicas e anticarcinogénicas [52]. Sua caracterizacéo foi realizada por Vogel
em 1820 a partir de sementes de Dipteryx odorata selvagem, uma arvore conhecida

como Cumaru e nativa do Brasil, Colémbia, Peru e Guiana [52,53].

Sua estrutura € composta por dois anéis fendlicos, um benzeno e um pirano
(figura 10). A molécula tem um aroma caracteristico semelhante ao de baunilha e tanto
a cumarina como seus derivados sao amplamente encontrados em frutos, sementes,
raizes e folhas de angiospermas e dicotileddnias, como cenouras, morangos,

framboesas, damascos, aipo e agriao [53,54].

Figura 10 — Estrutura da molécula de cumarina (1,2-benzopirona).
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Fonte: Adaptado de [53].

De forma geral, as cumarinas preenchem varios requisitos valorizados para a
pesquisa e o desenvolvimento de medicamentos, como: estrutura simples, grande
biodisponibilidade, baixa massa molecular, elevada solubilidade em solventes
organicos e baixa toxicidade [16,54].

Sua ingestdo da origem ao metabdlito plasmatico 7-hidroxi-cumarina, que
também apresenta atividade anticarcinogénica descrita na literatura e, assim como a
cumarina, se mostrou eficaz ao combater efeitos colaterais em pacientes submetidos
ao tratamento por radioterapia [55-57]. Além disso, o tratamento com cumarina se
mostrou eficaz em linhagens de células humanas de cancer de mama e préstata e o
estudo mais recente realizado com a molécula mostra resultados promissores de
reducao de viabilidade e atividade proliferativa, além de um aumento da expressao de
genes relacionados com o processo de apoptose em células de cancer de colon e
pulméo [17-21].
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2.3.1 Interacéo entre o dimero de Grb2 e cumarina

Considerando a falta de literatura a respeito de mecanismos moleculares de
interacao entre Grb2 e cumarina, Sanches e colaboradores realizaram um estudo para
verificar a interacao entre o dimero de Grb2 e a molécula em pH 8,0 [53]. O perfil de
interacdo obtido através da técnica de espectroscopia de fluorescéncia apresentou
um mecanismo de supressao dindmico e estatico, sendo a supressao dinamica
predominante devido ao aumento de temperatura do sistema (figura 11). A interagcao
foi classificada como hidrofobica e moderada, com uma constante de associacao Ka
~ 10° M e razdo molecular de 1:1. Um estudo recente realizado pelo nosso grupo
com o dimero em pH 7,0 em mesmas condicdes experimentais constatou 0 mesmo
perfil de interagdo, mas com um mecanismo de supressdo estatico predominante e
uma constante de associacdo Ka ~ 10° M [dados n&o publicados — manuscrito em

andamento].

Figura 11 - Perfil da interagc@o entre a cumarina e Grb2 dimérica em pH 8,0. (A) Supressédo da
intensidade de fluorescéncia da Grb2 proporcional ao aumento de concentracdo de cumarina; (B) Perfil

termodinamico, revelando uma interagdo entropicamente dirigida guiada por efeitos hidrofébicos.
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Fonte: Adaptado de [53].

Para a identificacdo do sitio de interacdo, o mapeamento da superficie de
contato proteina-ligante (figura 12) foi realizado combinando as técnicas de STD

(Saturation Transfer Difference) por ressonancia magnética nuclear, docking e
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dindmica molecular. Os resultados obtidos permitiram identificar que a interacéo entre
o dimero e a cumarina ocorre em um bols&o hidrofébico do dominio SH2, proximo ao
residuo W121 [53].

Figura 12 — Identificacdo do sitio de interacdo complexo Cumarina-Grb2. (A) Epitopos da molécula

de cumarina em interagdo com a Grb2 em pH 8,0; (B) Representacdo tridimensional do sitio de

interacao.
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Fonte: Adaptado de [53].

Considerando a diferenca dos valores obtidos para a afinidade de interagéo
entre as duas condices de pH e que o mecanismo foi descrito para o dimero, nos
realizamos a mesma caracterizacdo de mecanismo molecular com o mondémero de
Grb2, visando identificar se a interface de dimerizacdo da molécula interfere em
possiveis sitios de ligacdo e observar o comportamento das constantes de afinidade
nas duas condi¢cGes de pH previamente realizadas pelo grupo, ja que se aproximam

do pH intracelular de células saudaveis e cancerosas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Transformacéao de plasmideos recombinantes em células de Escherichia coli
linhagem TOP10

O plasmideo contendo a sequéncia que codifica o gene da Grb2Y0F foj
adquirido da empresa FastBio, em vetor pET28a+ com cauda de poli histidina, com
base a sequéncia FASTA retirada do banco de dados Protein Data Bank (PDBid:
1GRI) (disponivel em: https://www.rcsb.org/).

Para aumentar a quantidade de plasmideos recombinantes, incubou-se 1 pL
de plasmideo em células de Escherichia coli linhagem TOP10 quimicamente
competentes por 30 minutos em gelo. O choque térmico foi realizado a 42 °C por 30
segundos e, em seguida, gelo por 2 minutos. Entdo, foram adicionados 300 puL de
meio LB (L3022 - Sigma Aldrich) as células que permaneceram incubados a 37 °C e
sob agitacdo de 100 RPM por 1 hora. Posteriormente, a cultura foi centrifugada a
8.176 xg por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado. As células foram
ressuspendidas em 20 pL de meio LB e semeadas pela técnica de esgotamento em
uma placa de Petri preparada com 25 mL de meio LB sélido contendo 50 pg/mL de
Canamicina. Posteriormente o conjunto foi incubado a 37 °C por 16 horas.

Ap6s o periodo de incubacdo, colénias uniformes e isoladas foram
selecionadas e cultivadas em 10 mL de meio LB liqguido com Canamicina (50 pg/mL),
a 37 °C por 16 horas e agitacdo de 100 RPM. Em seguida, os plasmideos foram
purificados utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen) seguindo o protocolo

recomendado pelo fabricante (anexo I).



31

3.2 Transformacdao de plasmideos recombinantes em células de E. coli linhagem
BL21(DE3)

O plasmideo recombinante foi inserido pelo método de transformacé&o do item
3.1 em células quimicamente competentes de E. coli linhagem BL21 (DE3). As
colonias selecionadas foram transferidas para 10 mL de meio LB contendo 50 pg/mL
de Canamicina e incubadas a 37 °C por 16 horas, sob agitacdo de 100 RPM. Aliquotas
contendo 1 mL de cultura e 1 mL de glicerol 50% (protetor criogénico) foram

armazenadas em freezer -80 °C.

3.3 Expresséo da proteina Grb2Y160F

A aliquota do estoque de células contendo os plasmideos codificantes para a
Grb2Y16%F e armazenada em freezer -80 °C foi rejuvenescida em 100 mL de meio LB
com 50 pg/mL de Canamicina e incubada por 16 horas a 37 °C sob agitacdo de 100
RPM.

Em seguida, a cultura rejuvenescida foi adicionada em 900 mL de meio LB
contendo 50 pg/mL de Canamicina e incubada a 37° C, com agita¢gédo de 100 RPM até
atingir uma DOsoo nm de 0,6. A expressao da proteina foi induzida com a adi¢céo de 0,2
mM de Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG), com a cultura incubada por 16
horas a 20 °C sob agitacao de 100 RPM.

Apbs o periodo de incubacédo, a cultura foi centrifugada a 3.583 xg por 30
minutos a 4 °C. As células foram ressuspendidas em tampao Tris-NaCl (50 mM Tris
pH 8,0; 100 mM NaCl; 1 mM B-Mercaptoetanol) e lisadas através de sonicagéo
pulsada. Apos o processo de rompimento da parede e membrana celulares, a solucao
foi centrifugada a 34.957 xg por 90 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi filtrado em
seringa com um filtro membrana de 0,45 pM KASVI®.

Aliquotas de 40 pL foram coletadas antes e depois da indu¢édo com IPTG para

verificar a expressao das proteinas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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3.4 Purificacdo da Grb2Y160F

A etapa de purificagdo por afinidade foi realizada em uma coluna de
polipropileno com a resina IMAC Sepharose™ carregada previamente com cobalto. A
coluna foi lavada com 80 mL de agua destilada e equilibrada com solucdo tampéao 50
mM de Tris pH 8,0; 100 mM NaCl; 5 mM Imidazol; 1 mM B-Mercaptoetanol. Em
seguida, os lisados de células filtrados foram aplicados a coluna e eluidos
gradativamente com solugbes de 40 mL de tampdo contendo Imidazol nas
concentrac@es de 10, 20, 40, 60, 100, 200, 500 MM e 1 M.

Posteriormente, as aliquotas foram concentradas para 2 mL e a hova amostra
foi injetada em uma coluna de exclusdo molecular XK16 com resina Superdex 75,
previamente equilibrada com solucdo tampao 20 mM NaPi pH 7,0 ou 8,0; 50 mM NaCl;
1 mM de B-Mercaptoetanol, no equipamento AKTA Purifier — GE Healthcare Life

Sciences a fim de retirar contaminantes e trocar o tampao da amostra.

Aliquotas de 40 uL de cada etapa de purificacdo foram coletadas para verificar

o grau de pureza das proteinas por SDS-PAGE.

3.5 Espectroscopia de UV-visivel para determinagcdo de concentracdes

As concentracdes de Grb2Y€0F e cumarina foram calculadas segundo a
equacao de Beer-Lambert (equacgéao 1), utilizando como coeficiente de extingdo molar
em 280 nm o valor de 36.565 cmM* para a Grb2Y1%F e o coeficiente de extingéo

molar em 277 nm de 11.438 cm*M! para a cumarina [53].
A= €.C.lEquacgdo 1

Em que A é a absorbancia em unidades arbitrarias, € é o coeficiente de extingao
molar (cm* M), C é a concentracéo molar (mol L) e | € o caminho 6ptico da cubeta

em centimetros [58].

Os espectros de absor¢ao UV-Vis foram coletados entre 200 e 350 nm, em um
espectrofotdbmetro Varian Cary 3E — Palo Alto, CA com auxilio de uma cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho Optico. A subtracdo da linha de base foi realizada

utilizando como controle o tampéao de purificacdo para a proteina e etanol para a
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cumarina. As solucbes de cumarina foram preparadas em etanol absoluto com
concentracdes ajustadas para cada experimento, respeitando um limite maximo de
5% de etanol presente na solugdo com proteina, valor inferior ao minimo necessario

(10%) para desnaturar a estrutura terciéria [59].

3.6 Espalhamento dinamico de luz (Dynamic light scattering — DLS)

A técnica de DLS foi utilizada primeiramente para medir o diametro
hidrodindmico da proteina em pH 7,0 e pH 8,0 e confirmar a auséncia de dimeros.
Posteriormente, o objetivo foi avaliar se a molécula de cumarina é capaz de interferir
no didmetro da proteina. Para isso, as amostras foram analisadas em equipamento
ZETASIZER NANO Series — Malvern Panalytical em uma cubeta com 1 cm de

caminho 6ptico a 20 °C.

Cada amostra foi analisada em 10 corridas, com 100 acumula¢des cada. A
viscosidade utilizada para os calculos foi de 1,002 mPas., referente a viscosidade da
agua destilada utilizada no preparo das solu¢cdes tampdao. Inicialmente, mediu-se o
diametro hidrodinamico da Grb2Y16%F concentrada em 1 mL. Para as corridas na
presenca de cumarina, a mesma foi acrescentada na proporc¢ao de concentragao [1:1]

de ligante:proteina.

3.7 Espectroscopia de dicroismo circular

Os experimentos foram realizados em um espectropolarimetro Jasco J-710
para avaliar a estrutura secundaria da proteina Grb2Y16%F em pH 7,0 e 8,0 na auséncia
e presenca de cumarina. As concentragfes foram calculadas para que as proporgcdes

Cumarina: Grb2Y160F fossem 0:1, 1:1 e 2:1.

Utilizando uma cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho Optico, os espectros
de CD foram coletados na faixa de comprimento de onda de 195 a 250 nm, com
velocidade de varredura de 50 nm/min, resposta de 1 segundo e 10 acumulagdes. As
medidas foram realizadas em ambiente climatizado a 20 °C, utilizando 2 uM de
Grb2Y16%F em solugdo tampéo de 20 mM NaPi pH; 50 mM NaF e com pH ajustado de

acordo com a amostra purificada.
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As solucdes de controle para a subtracdo de espectros foram preparadas
substituindo o volume referente as concentracdes da proteina por 20 mM NaPi; 50
mM NacCl. Para os ensaios com cumarina, foi adicionada a propor¢ao de 2 uM de uma

solucao estoque de 202 uM de cumarina diluida em etanol absoluto.

Posteriormente, os resultados foram normalizados para elipticidade molar

residual, conforme a equacéo 2 [60].

_ _w <
0]emr = ToC.inR £AUAGA0 2
Em que 6@ € o sinal de CD em elipticidade, C é a concentracao da proteina em
mol L%, [ é o caminho 6ptico da cubeta em cm e nR é o nimero de residuos de

aminoacidos da proteina.

Os resultados foram normalizados através da divisao pelo valor maximo obtido
na leitura do espectro e a deconvolugcdo para estimativa das porcentagens foi
realizada através do servidor online BeStSel, que até o presente momento, apresenta
a melhor precisdo para estimar as porcentagens de proteinas que apresentam

estrutura majoritariamente composta por folhas  [61].

3.8 Espectroscopia de fluorescéncia

Os experimentos de supressao de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram
realizados para verificar se ha interacdo entre a Grb2Y16%F e a cumarina. Para tal, foi
utilizado um espectrofluorimetro ISS PC1 — Champaign Il, USA acoplado a um banho
térmico Nestlab RTE-221 — Thermo Electron Corporation, USA para determinar a
constante de associacdo e os parametros termodinamicos da interacdo. Utilizou-se
uma cubeta de quartzo de 1 cm de caminho éptico e 2 uM de Grb2Y16F em solugéo
tampao 20 mM NaPi; 50 mM NaCl; 1 mM B-Mercaptoetanol. Foram realizadas
titulacbes de 2 uL de cumarina até que a solugdo atingisse a razdo 1:1 de
concentracdo entre proteina e ligante, com a concentracdo de cumarina variando de
0a 2,20 uM.

O comprimento de onda utilizado para excitacao dos triptofanos foi de 290 nm
e a faixa de comprimento de onda para coleta dos espectros de emissao, de 300 a

500 nm. As medidas foram feitas nas temperaturas de 295, 299, e 303 K.
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A constante de associacdo (Ka) entre a Grb2Y1F e a cumarina foi calculada
conforme a equacgédo 3, assumindo um modelo de dois estados para a interacao
proteina-ligante (Pr +Lr — PL), em que Pr corresponde a proteina livre, Lr ao ligante

livre e PL a interag&o entre proteina e ligante [53,62].

_ [ 3

K, = (PFIILF] Equacéo 3
Apébs o célculo da constante de associacdo para as trés temperaturas, 0s
valores de entalpia (AH) e entropia (AS) foram obtidos a partir da inclinacéo e da
ordenada da relacdo de van’t Hoff, que relaciona a constante de equilibrio com a

temperatura (equacéo 4) [62].

—In (K,) = i—l;— % Equacéo 4

Em que Ka € a constante de ligagéo, R é a constante universal dos gases (1,98
cal.K*mol?), T é a temperatura (Kelvin) e AH e AS séo as contribuicées entalpica e

entropica, respectivamente [53,62].

Ja a energia livre de Gibbs (AG) foi calculada para determinar se a reacao é

espontanea (equacéo 5) [62].
AG = AH —TAS Equacédo 5

A constante de Stern Volmer foi calculada conforme a equacdo 6 para

identificar o mecanismo de interacdo (estatico ou dindmico) [62].
F, ~
?0 =1+ Ko [Q] =1+ K, 74[Q] Equagéo 6

Fp . _ . . A L
Em que ?0 € a intensidade de fluorescéncia de estado estacionario na

presenca e auséncia do agente supressor [Q], respectivamente; Ksv é a constante de
Stern-Volmer, Kq € a constante de supressao molecular e 7, € o tempo de vida do

fluoréforo na auséncia do supressor [63,64].

Ja a fragdo 0 dos sitios de ligacdo que sao ocupados pelo ligante pode ser
descrita pela equacgao 7 [62,76]:
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sitios de ligacido ocupados PL L .
0 = 2 pados AL 11 Equacéo 7
total de sitios de oligacio [PL]+[P] [L]+ K4

1, : _ .
Em que Kd = L ea constante de dissociacao, que é reciproco da constante de

a

associacdo. Assumindo que uma proteina tem n sitios de ligacdo e que seu equilibrio
é descrito por P + nl. < PL,, a fragdo 6 pode ser rearranjada para a equacao de Hill,

também conhecida por duplo-log, descrita abaixo pela equacéo 8 [61].

— " LA _ 5
= ek log (1_ 8) =nlog [L] —logK,; Equagio 8

A partir da equagdo de duplo-log, obtemos a um gréfico de log (1%9) em

funcéo de log [L] que fornece como o coeficiente angular, sendo Kq determinado pelo

coeficiente linear.

3.9 Identificacdo do sitio de ligacdo por STD-RMN e analises computacionais

(docking e dinamica molecular)

Os experimentos de STD (Saturation Transfer Difference) foram coletados em
um espectrémetro Bruker Avance Il 600.13 MHz equipado com uma criossonda de
ressonancia tripla 5 mm, com o gradiente de campo pulsado ao longo do eixo Z.

Os espectros foram coletados utilizando amostras de 600 pyL contendo 15 M
de Grb2 em solucéo tampao de 20 mM NaPi; 50 mM NaCl ajustado de acordo com a
amostra purificada + 10% agua deuterada para determinar a melhor condicdo de
saturagdo. As melhores condi¢des de saturagao foram verificadas em -1,5 ppm para
on-resonance e 20 ppm para off-resonance. O tempo de saturacéo foi de 2 segundos
em um total de 10k scans com ds = 4 e saturation power de -35 dBW. Apés a titulacao
de cumarina (2 mM diluida em etanol deuterado), o filtro spin-lock foi ajustado para 30
ms para supresséo do sinal da proteina no espectro.

Posteriormente, os espectros foram tratados através do software Bruker
TopSpin versdo 4.1.4 e o mapeamento dos epitopos foi calculado pela razdo entre as
intensidades do espectro STD e do espectro de referéncia (equacédo 12) [64].
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lo— Isar — Istp
Iy

Agrp = Equacéo 12

Em que lo é a intensidade do espectro de referéncia (off-resonance), Isat é a
intensidade do espectro de saturacdo (on-resonance) e Isto € a intensidade do
espectro de diferenca (off-resonance — on-resonance). Os valores foram normalizados
através da multiplicacdo do maior valor por 100% e os demais multiplicados de forma
relativa ao primeiro.

Os estudos computacionais foram realizados em colaboracdo com o grupo de
pesquisa em Fisica Biologica Computacional, sob responsabilidade do Prof. Dr.
Leandro Cristante de Oliveira, no Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Séao José do Rio
Preto. As andlises foram realizadas pelo aluno de doutorado Raphael Vinicius
Rodrigues Dias, utilizando como base a sequéncia FASTA retirada do banco de dados
Protein Data Bank (PDBid: 1GRI) para a proteina e o CID 323 do banco de dados de

moléculas PubChem para a estrutura da cumarina.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O caélculo dos principais parametros fisicos e quimicos da proteina foram
obtidos através da ferramenta online ProtParam  (disponivel em:
https://web.expasy.org/protparam/), utilizando a sequéncia de residuos de
aminoacidos da construcdo do plasmideo (tabela 1). A partir destes dados, as
melhores estratégias foram delineadas para o preparo de solugbes, processos de
purificacdo e medicao da concentracédo total de proteina.

Tabela 1 — Parédmetros fisicos e quimicos tedricos obtidos através da ferramenta online ProtParam.

Parametros fisico-quimicos Grh2Y160F
N° de residuos de aminoacidos 217
Massa molecular (kDa) 25,2
Ponto isoelétrico 5,89

Coeficiente de extingdo molar em 280 nm (Mt cm?)  36.565

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

4.1 Purificacéo da proteina Grb2Y160F

A melhor condi¢éo para obtencéo da proteina foi expressa-la por 16 horas apos
a inducédo com 0,2 mM de IPTG a 20°C e 100 RPM. Os resultados dos processos de
purificacdo podem ser visualizados através dos géis de poliacrilamida e do
cromatograma (figura 13).
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Figura 13 — Resultados de purificacdo da Grb2Y¢%F, (A) SDS-PAGE 15% corado com azul de comassie referente a purificacdo por afinidade em coluna
carregada com cobalto. MM) Marcador molecular; 1) Flow; Eluicdes de 2) 20 mM; 3) 40 mM; 4) 60 mM; 5) 80 mM; 6) 100 mM 7) 200 mM; 8) 500 mM; 9) 1M de
Imidazol em solugdo tampédo 50 mM Tris pH 8,0; 100 mM NacCl; (B) SDS-PAGE 12% referente a purificacao por gel filtracdo com eluicdo em solugdo tampao

20 mM NaPi pH 7,0 ou 8,0; 50 mM NaCl. As setas indicam as fragGes coletadas; (C) Cromatograma referentes a purificacdo por gel filtragdo em AKTA Purifier

em coluna XK16 com resina Superdex 75. O eixo da ordenada representa a absorbancia (mAU — mili-absorbancia) e a abcissa o volume (mililitros — mL).
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4.2 Caracterizacdo estrutural da proteina Grb2Y160F

4.2.1 Determinagao do diametro hidrodindmico por DLS

A técnica de DLS confirmou a obtencéo da proteina em estado monomeérico
nas duas condicbes de pH. As duas amostras apresentaram uma unica populacéo,
confirmando a pureza da proteina obtida pelo processo de gel filtragdo (figura 14).
Comparativamente, houve um aumento de 0,462 nm no didmetro da proteina com o

aumento do pH.

Figura 14 — Gréfico de distribuicdo por volume referente ao tamanho do didmetro hidrodinamico

proteina Grb2Y160F,
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Fonte: Relatério de qualidade do equipamento ZETASIZER NANO Series — Malvern Panalytical.

A proteina em pH 7,0 apresentou um didametro de 4,949 nm e uma estimativa
molecular de 28 kDa, valor muito préximo ao calculado pela ferramenta ProtParam
(25,2 kDa), confirmando a prevaléncia do estado monomérico em solugdo. Embora o
valor estimado para a massa molecular seja um pouco maior do que o valor teorico
obtido pela sequéncia de aminoéacidos, a Grb2 apresenta uma estrutura flexivel em

solugéo, portanto, o resultado condiz com o do mondémero [65].

Em pH 8,0 a proteina apresentou um diametro de 5,411 nm e a confirmacao da

prevaléncia do estado monomérico se deu por comparacao, uma vez que a Grb2 em
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estado dimérico apresenta um diametro de 6,967 nm no mesmo pH [dado cedido por
Tedesco, J. A., 2022].

Recentemente, nosso grupo identificou que a Grb2 dimérica apresenta maior
flexibilidade estrutural em pH 8,0, sendo uma das metodologias utilizadas para
observar tal fenbmeno o tempo de correlacédo entre as duas condi¢cdes de pH [artigo
em processo de revisao, participagdo em coautoria]. Para verificar se 0 mesmo
principio se aplicaria ao monémero, nds utilizamos como parametro o coeficiente de
correlacdo obtido através do grafico de tempo de correlacdo (figura 15), em que
observamos que o decaimento do coeficiente de correlacédo do pH 7,0 € menor do que
a amostra em pH 8,0, principalmente proximo a regido de milissegundos (ms) no eixo

temporal representado pela abcissa do grafico.

Figura 15 — Coeficiente de correlacéo da proteina Grb2Y'%F em pH 7,0 (vermelho) e pH 8,0 (verde)
ao longo do tempo. A diferenca no decaimento do coeficiente de correlagéo indica que a amostra de
proteina em pH 8,0 ocupa um volume maior do que a amostra em pH 7,0. Os valores de D referem-

se aos didmetros hidrodindmicos da proteina.
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Fonte: Relatério de qualidade do equipamento ZETASIZER NANO Series — Malvern Panalytical.
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Somando isso aos trabalhos que mostram que a Grb2 apresenta uma estrutura
flexivel em solucdo e que o diametro € calculado considerando que a proteina
apresenta a mesma velocidade de movimento de uma esfera ndo permeavel ao
solvente, podemos concluir que o mondmero também apresenta maior flexibilidade

estrutural em pH 8,0 [65-68].

4.2.2 Analise de estruturas secundarias por Dicroismo Circular

A partir dos resultados de DLS, o dicroismo circular foi utilizado para investigar
se 0 aumento do diametro hidrodinamico da Grb2Y16F estava relacionado com um
rearranjo de estruturas secundarias ou somente com um afastamento entre o0s
dominios da proteina. A amostra em pH 8,0 apresentou um aumento da elipticidade
proximo aos 208 nm, caracteristico de a hélices (figura 16) [69]. O céalculo das
porcentagens realizado pelo servidor BeStSel identificou um aumento de 5,9% de a
hélices e de 15,9% de estruturas desordenadas, além de uma diminuicdo de 20,9%

de fitas B para o pH 8,0 em relacéo ao pH 7,0 (tabela 2).

Figura 16 — Espectro de dicroismo circular obtido com 2 uM de Grb2Y16%F em 20 mM NaPi; 50 mM NaF.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Tabela 2 — Conteudo de estrutura secundaria da proteina Grb2Y16%F calculado pelo servidor online
BeStSel.

pH Hélicea  Fita B VoltaB  Outros

7,0 0% 42,6% 15,3% 42,1%

8,0 5,9% 21,7% 14,4% 58%

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O aumento da flexibilidade correlacionado ao aumento de estruturas
desordenadas estd de acordo com os resultados observados pelo nosso grupo para
o dimero. Surpreendentemente, a formacdo de a hélices em pH 8,0 confere maior
estabilidade estrutural ao mondémero, uma vez que hélices sdo mais estaveis
termodinamicamente e mais faceis de serem formadas do que outras estruturas, tanto
gue se formam ao mesmo passo da sintese de proteinas no ribossomo [35,36,70,71].

A auséncia de hélices na deconvolucdo do espectro em pH 7,0 pode estar
relacionada a faixa de varredura utilizada, pois a hélices apresentam um pico positivo
em 190 nm e o comprimento de onda minimo considerado foi de 195 nm para evitar
ruidos [69]. Portanto, é possivel que os resultados tenham sido influenciados por esse
fator. Consequentemente, novos estudos utilizando dicroismo circular com radiacéo
sincrotron devem ser conduzidos para uma caracterizacao mais assertiva da estrutura
em solucdo a partir da interpretacdo de dados em uma faixa de varredura de 170 a
250 nm [72].

Mesmo que esse estudo apresente uma limitacdo experimental, a auséncia de
hélices em pH 7,0 ndo deve ser ignorada, pois a Grb2 apresenta uma isoforma (Grb3-
3) com a deleg&o dos residuos 60-100, responsaveis pela formagdo de uma das a
hélices (composta pelos residuos 67-76) do dominio SH2. A Grb3-3 e é essencial em
vias de sinalizacdo que induzem apoptose e, consequentemente, a auséncia de a
hélices da Grb2 pode estar relacionada a mecanismos ainda inexplorados, como a
inibicAo de ativacdo de vias de sinalizagdo em células que apresentam baixa

concentracéo de Grb2 ou o desempenho de fun¢des da sua isoforma [40,73,74].
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4.3 Caracterizacdo da interacdo entre a proteina Grb2Y1%F e a molécula de

cumarina (1,2-benzopirona)

4.3.1 Determinacédo do perfil termodinamico de interacdo por Espectroscopia de

Fluorescéncia

Com base nos resultados anteriores, os mecanismos moleculares de interagao
foram investigados nas duas condi¢cdes de pH para verificar como as mudancas
conformacionais interferem na interacdo. A supressdo intrinseca do triptofano
confirmou a interagdo entre a Grb2Y'6F e a cumarina, com comportamento
semelhante entre temperaturas de uma mesma condi¢ao de pH (figuras 17 e 18). O
perfil termodinamico foi determinado a partir de 12 titulagbes, em que a concentracao

final de cumarina atingiu o valor de 2,20 uM.

Figura 17 — Espectro de emisséo de fluorescéncia da proteina Grb2Y¢F em pH 7,0 a 299 K.
Conforme a intensidade diminui, o pico de fluorescéncia sofre um deslocamento de 2 nm para o
vermelho.

8- — pH 7,0

Intensidade de Fluorescéncia (u.a. x 10%)

300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Figura 18 — Espectro de emissdo de fluorescéncia da proteina Grb2Y%F em pH 8,0 a 299 K.

Conforme a intensidade diminui, o pico de fluorescéncia sofre um deslocamento de 4 nm para o

vermelho.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

E possivel observar através do espectro que quanto maior a concentragéo de
cumarina no microambiente préximo a regido do triptofano, menor é a intensidade de
fluorescéncia da Grb2Y16%F, A interacdo ndo provoca a supresséo total da intensidade
de fluorescéncia pois a proteina possui 5 triptofanos, sendo: 1 no dominio nSH3
(W36), 2 no dominio SH2 (W60 e W121) e 2 no dominio cSH3 (W193 e W194); e 0
espectro obtido no experimento corresponde a uma somatéria da emissao de
fluorescéncia de todos os triptofanos da proteina [40,75].

A interacdo ainda provoca um deslocamento para o vermelho em ambas as
condi¢cdes de pH, porém mais acentuado em pH 8,0. O mesmo comportamento é
observado nos estudos com o dimero e com o dominio SH2 isolado, sugerindo uma
exposicao do triptofano ao solvente [37,53]. Entretanto, considerando que a interacéo
ocorre em um bolséo hidrofébico e que a molécula de cumarina também é hidrofdbica,
€ improvavel que ambos estejam sendo expostos ao solvente.

Como a Grb2 apresenta 5 residuos de triptofano e o espectro é resultante da

emissao de fluorescéncia de todos os triptofanos da proteina, parte do deslocamento
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provavelmente ocorre devido a interacdo da cumarina com um triptofano de classe |
(tabela 3), que prejudica em sua contribuicdo de emisséo de fluorescéncia na regiao
proxima aos 330 nm e provoca um pequeno deslocamento para o vermelho por
favorecer a intensidade dos triptofanos que nédo participam da interagao [62,75,76].
Além disso, para que a cumarina interaja com o bolsdo hidrofébico, ha uma mudanca
de solvatacdo do microambiente em que o triptofano se localiza, que também contribui

com o deslocamento observado [77,78].

Tabela 3 — Classificacéo de triptofanos de acordo com o microambiente em que estéo inseridos e que

podem provocar deslocamentos no espectro de emisséo de fluorescéncia.

Classe Descricao

| (Am =330 - 332 nm, A1 =48 -50 nm) Enterrado na estrutura proteica
Il (Am = 340 — 342 nm, A1 =53 - 55 nm) Parcialmente exposto ao solvente

[l (Am = 350 — 353 nm, A1 =56 — 61 nm) Altamente exposto ao solvente

Am — intensidade maxima de emisséo

Fonte: Adaptado de [75,76].

A constante de Stern Volmer (Ksv) foi obtida através do ajuste linear da relacao
entre a intensidade de fluorescéncia de cada titulacdo e a concentracdo de cumarina
no sistema (tabela 4). Os valores obtidos foram proporcionais ao aumento da
temperatura, indicando que a reducao da viscosidade da solucéo favoreceu a agitacao
das moléculas presentes no sistema e, portanto, a colisdo entre moléculas de
cumarina e o fluor6foro excitado da proteina [37,53,62]. Esse mecanismo de
supressao e classificado como dinamico e € semelhante ao perfil predominante obtido
para o dimero de Grb2 em pH 8,0 [53,62].

Tabela 4 — Valores obtidos para a constante de Stern Volmer (Ksy). O aumento proporcional em

relagdo a temperatura indica que a supressdo de fluorescéncia ocorre através de um mecanismo

dinamico.
295K 299 K 303 K
pH 7,0 Ksv (x 10* M1) 5,16 8,16 8,95
pH 8,0 Ksv (x 10° M) 2,40 2,62 4,33

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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A constante de associagdo (Ka) e o coeficiente de Hill (nw) foram calculados a
partir do grafico do método de duplo-log (figura 19), em que é realizado uma relacao
logaritmica da razao entre a diferenca da fracao de proteina livre e ligada pela fragéo
ligada em funcao da concentracédo de cumarina. A ordem de magnitude da constante
de associacao é classificada como moderadas nas duas condicfes de pH (tabela 5)
[79].

Tabela 5 — Constante de associagéo (Ka) e Coeficiente de Hill (ns) e constante de calculados a partir

do grafico de duplo-log.

295 K 299 K 303 K
Ka (x 10* M1) 4,15 6,63 8,48

pH 7,0
NH 0,94 0,77 0,86
Ka (x 10° MY) 3,70 3,71 6,22

pH 8,0
NH 1,14 0,99 0,88

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O n do coeficiente de Hill (nH) geralmente corresponde ao grau de interacéo
entre o sitio de ligacdo e o ligante para proteinas que apresentam mecanismos
alostéricos de interagdo, como a interagdo entre o oxigénio e a hemoglobina [80].
Entretanto, quando n = 1 em proteinas que ndo apresentam atividade alostérica ou
enzimatica, o nu reflete o numero de ligantes por proteina [80]. Portanto, 0 nu nos
fornece uma estequiometria de 1 molécula de cumarina interagindo por monémero de
GrszlGOF_

Por fim, a relagdo de van’t Hoff (figura 20, tabela 6) permitiu calcular os
parametros termodindmicos, que indicam que a interagdo é espontanea e
entropicamente dirigida, pois a entropia apresenta um valor positivo e predominante
no sistema. O valor positivo obtido para a entalpia (AH > 0) associado ao AG <0 e
TAS > 0 caracterizam a interacdo como hidrofobica [81]. Esses resultados corroboram
com os perfis obtidos para o dominio SH2 isolado e para o dimero de Grb2 nas duas

condicbes de pH [37,53 e dados néo publicados].
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Figura 19 — Gréfico de duplo-log com os dados relativos ao efeito da supresséo de fluorescéncia sofrido

pela proteina Grb2Y 160F na presenca de cumarina.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Figura 20 — Gréfico de van't’ Hoff para as temperaturas 295, 299, e 303 K apresentando inclinacdes

positivas nas duas condicdes de pH.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Tabela 6 — Parametros termodinamicos obtidos pela equagao de van’t Hoff referentes ainteragao
do complexo Cumarina-Grb2Y1¢%F nas temperaturas de 295, 299 e 303 K. A interacdo em pH 8,0 é

mais favoravel por apresentar um menor valor de AG.

pH Temperatura (K) AG (kcal/mol) AH (kcal/mol) -TAS (kcal/mol)
295 -6,21 -22,0
7,0 299 -6,57 15,8 -22,4
303 -6,81 -22,6
295 -7,48 -18,9
8,0 299 -7,59 11,45 -19,0
303 -8,00 -19,4

Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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A representacédo grafica do perfil termodinamico pode ser visualizada na figura
21. Considerando a Grb2Y16%F  a interacdo apresenta maior afinidade em pH 8,0. Em
relacéo ao estado dimérico, o monémero em pH 7,0 apresenta 1 ordem de magnitude
superior de afinidade e, embora a afinidade de ambos seja da ordem de 10° em pH

8,0, o mondbmero ainda apresenta valores maiores de Ka (tabelas 7 e 8) [53].

Tabela 7 — Comparacédo de valores de constante de afinidade (K,) entre a Grb2Y'%F e o0 dimero.
Os dados de Ka do dimero em pH 8,0 foram retirados de Sanches et al., (2019).

pH Ka mondmero Kadimero
7,0 ~ 104 M1 ~ 103 M1
8,0 ~10° M1 ~10° M1

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Tabela 8 — Comparacdo de valores de constante de afinidade (K,) entre a Grb2Y'%F e o dimero

em pH 8,0. Os dados de Ka do dimero em pH 8,0 foram retirados de Sanches et al., (2019).

Ka(x 10° M-1) 295 K 299 K
Mondmero 3,70 3,71
Dimero 1,70 2,10

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Figura 21 — Perfil termodinamico da interacdo entre Grb2Y% e cumarina. (A) Para o pH 7,0; (B)

para o pH 8,0. As contribui¢cdes energéticas sugerem que a interagéo € entropicamente dirigida e guiada
por efeitos hidrofébicos.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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4.3.2 Identificacdo de epitopos por STD (Saturation Transfer Difference)

O experimento de STD confirmou a interagdo entre Grb2Y%F e cumarina por
transferéncia da magnetizacao, através da diminuicdo de intensidade do sinal da
cumarina (figuras 22 e 23), corroborando com os resultados obtidos por supressao de
fluorescéncia.

A porcentagem dos epitopos (tabela 9) evidencia que em pH 7,0 houve uma
maior transferéncia de magnetizacdo para os hidrogénios 4 e 7 da molécula de
cumarina, enquanto que para o pH 8,0 as maiores transferéncias foram para os

hidrogénios 6 e 8.

Tabela 9 — Valores dos epitopos da molécula de cumarina nas duas condi¢des de pH.

Epitopos (%)

Hidrogénio o (ppm) pH 7,0 pH 8,0
3 6,38 95 25
4 7,9 100 54
5 7,53 77 47
6 7,28 93 100
7 7,56 96 22
8 7,31 92 76

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Comparativamente, a saturacdo dos hidrogénios apresenta diferencas que
variam de 7% a 74% com o aumento de pH. Considerando tais mudancas e o fato de
que a interacdo apresenta maior afinidade em pH 8,0, formaram-se duas hipéteses:
(1) a cumarina interage com o mondémero em diferentes sitios de ligacéo; ou (2) a
interacdo ocorre em um Unico sitio de ligacdo, mas a orientacdo de encaixe da
molécula é diferente para cada pH. A fim de confirmar qual hipotese seria correta, a
analise computacional de docking molecular foi realizada para encontrar o sitio de
ligacdo mais favoravel, considerando os seguintes critérios: valores dos epitopos,
hidrofobicidade da molécula de cumarina e regides hidrofobicas contendo ao menos

1 triptofano.



52

Figura 22 — Espectro de STD da interacdo entre Grb2Y'%F e cumarina em pH 7,0. Os experimentos de off-resonance (vermelho) e on-resonance (azul)
indicam que hé interacéo entre a proteina e o ligante. Os numeros indicam o assinalamento dos hidrogénios da cumarina e as porcentagens séo referentes a

frequéncia de contato desses hidrogénios com os residuos de aminoacido da Grb2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Figura 23 — Espectro de STD da interac&o entre Grb2Y%F e cumarina em pH 8,0. Os experimentos de off-resonance (vermelho) e on-resonance (azul)
indicam que hé interacéo entre a proteina e o ligante. Os numeros indicam o assinalamento dos hidrogénios da cumarina e as porcentagens séo referentes a

frequéncia de contato desses hidrogénios com os residuos de aminoacido da Grb2.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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4.3.3 Analises computacionais — Docking e dinamica molecular

A analise de docking molecular indicou o bolséo hidrofébico em que o triptofano
121 esta localizado (sitio Il do dominio SH2) como o sitio mais favoravel para que a
interacdo ocorra. O mesmo local de interacdo foi proposto para o dimero de Grb2 nas
duas condicdes de pH [56, dados nao publicados].

Em seguida, a simulacdo de dindmica molecular identificou dois encaixes da
cumarina no mesmo sitio, que corroboram com a diferenca de porcentagens dos
epitopos em pH 7,0 e pH 8,0 (figura 24). As porcentagens obtidas para o pH 7,0
representam um encaixe paralelo da cumarina em relacéo ao triptofano 121 — e mais
fundo no bolsdo hidrofébico. J4 as porcentagens para o pH 8,0 representam um
encaixe perpendicular da cumarina em relagéo ao triptofano 121 e semelhante ao do
dimero de Grb2 na mesma condicao de pH [53].

A predicdo do encaixe perpendicular para o pH 8,0 é corroborada pela
constante de associacdo, uma vez que o monémero e o dimero apresentam o0 mesmo
encaixe e a mesma ordem de magnitude de Ka (x 10> M1). Além disso, estudos
mostram que interacdes do tipo 1r-stacking séo capazes de provocar um shift para o
vermelho em espectros de fluorescéncia, que contribui para fendémeno observado de
maneira mais acentuada para o dimero (figura 11) e para o mondémero (figura 18) em
pH 8,0 [53,82-84].
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Figura 24 — Mapa de contatos entre a Grb2Y'%F e a molécula de cumarina. Os diferente encaixes da molécula corroboram que a interacédo é modulada pelo

aumento de flexibilidade provocado com a mudanca de pH.
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Fonte: Cortesia de DIAS, R. V.R.
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4.3.4 Analise de estruturas secundarias na presenca de cumarina

Os espectros obtidos mostram que houve remodelacao estrutural da proteina

na presenca de cumarina nas duas condi¢oes de pH (figura 25, tabela 10).

Figura 25 — Espectro de dicroismo circular para a Grb2Y'%F na presenca de diferentes
concentracdes de cumarina. O espectro da proteina pura [0:1] foi obtido em solucéo tampao 20 mM

NaPi; 50 mM NaF. A cumarina foi desconsiderada na solucéo branco de suas respectivas amostras.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022).
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Tabela 10 — Contelido de estrutura secundaria da proteina Grb2Y'%F na presenca diferentes
concentragdes de cumarina. Em pH 7,0 ha uma tendéncia do aumento da estabilidade estrutural na
presenca das duas concentragBes de cumarina, enquanto para o pH 8,0 a concentracdo de [2:1]

perturba esse padréo.

pH Conce.ntrac;éo o Hélice Fita B VoltaB  Outros
Cumarina:Grb2
[0:1] 0% 426%  153%  42,1%
7,0 [1:1] 0,3% 37,7%  145%  47,5%
[2:1] 1,1% 37,5% 14,4% 47,4%
[0:1] 5,9% 21,7%  14,4% 58%
8,0 [1:1] 9,1% 11,3% 12,9% 66,6%
[2:1] 3,3% 32,8% 13,0% 50,9%

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

Em pH 7,0 houve uma reducgéo de 4,9% fitas f e um aumento de 5,4% de
estruturas desordenadas na proporcao de [1:1] entre cumarina:Grb2, indicando que a
estrutura se tornou mais flexivel. Contudo, na concentracdo de [2:1] houve um
aumento de 1,1% de a hélices, indicando que o aumento da concentracdo de
cumarina, ainda que superior a capacidade de interacdo com a Grb2Y16%F foi capaz

de torna-la mais estavel.

Por outro lado, os espectros obtidos para o pH 8,0 mostram que houve um
aumento de 3,2% de a hélices junto a um aumento de 8,6% de estruturas
desordenadas na concentragdo de [1:1], tornando a estrutura proteica mais estavel e
flexivel. Ja na concentracdo de [2:1], houve uma desestabilizacdo estrutural
provocada pela reducéo de 5,8% de hélices e de 15,7% de estruturas desordenadas.
Esses dados ainda corroboram com o encaixe da cumarina em pH 8,0, pois o
mondmero mais a esquerda na figura 23 apresenta um dominio cSH3 quase

totalmente desestruturado devido a reducao de fitas 3.

Como a cumarina apresenta efeitos opostos dependentes do pH e da
concentracdo em relacdo a Grb2, o complexo formado entre proteina e ligante se



58

mostra um alvo em potencial para o desenvolvimento de farmacos que possam ser
utilizados para mais de um propdésito. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para
verificar se as remodelacfes estruturais apresentadas séo capazes de interferir na
estabilidade térmica/quimica da proteina e na sua ligacdo com outras proteinas da via
de sinalizac&o, como os experimentos de DSC, desnaturacéo por cloreto de guanidina

e competicdo com outras proteinas por STD podem auxiliar a esclarecer tais davidas.

4.3.5 Determinacéo do diametro hidrodinamico por DLS

Ap6s finalizadas as corridas referentes a proteina em cada pH, a cumarina foi
acrescentada nestas amostras em uma proporcdo de [1:1] de ligante:proteina,
considerando a estequiometria obtida através dos experimentos de fluorescéncia
(figura 26).

Figura 26 — Grafico de distribuicdo de tamanho referente a proteina Grb2Y16F com a adicédo de

cumarina.
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Fonte: Relatério de qualidade do equipamento ZETASIZER NANO Series — Malvern Panalytical.

Em pH 7,0 houve um aumento do diametro de 4,949 nm para 6,294 nm,
enquanto que para o pH 8,0 houve um aumento de 5,411 nm para 6,362 nm.
Surpreendentemente, estes dados estdo muito proximos aos valores obtidos pelo

Nosso grupo para o dimero de Grb2 (tabela 11).
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Tabela 11 — Comparacédo entre valores obtidos para o diametro hidrodinamico da proteina Grb2 em
estado monomérico na auséncia e presenca de cumarina (proporcao de 1:1 entre proteina e ligante) e

em estado dimérico nos pH 7,0 e 8,0.

pH Grb2 monomérica Grb2 + Cumarina Grb2 dimérica

7,0 4,949 nm 6,294 nm 6,509 nm

8,0 5,411 nm 6,362 nm 6,967 nm

Fonte: Elaborado pela autora (2022).

O gréfico do tempo de correlacdo corrobora com a dimerizagcéo da proteina,
pois as amostras acrescidas de cumarina apresentam coeficientes de correlagcéo
muito superiores aos observados anteriormente (figura 27). Em ordem decrescente,
possivel observar que as amostras em pH 8,0 e pH 7,0 na presenca de cumarina
apresentam o maior diametro, seguido pelas amostras puras em pH 8,0 e 7,0.

Figura 27 — Comparacdo entre os coeficientes de correlagdo da proteina Grb2Y%F na auséncia
e presenca de cumarina em pHs 7,0 e 8,0 ao longo do tempo. Quanto menor o valor no eixo da

ordenada (coeficiente de correlagé@o), menor é o volume ocupado pela proteina.
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Fonte: Relatério de qualidade do equipamento ZETASIZER NANO Series — Malvern Panalytical.
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De acordo com a literatura, a molécula de cumarina sofre uma reacao
fotoquimica de dimerizacédo na presenca de radiacdo eletromagnética acima dos 300
nm, sendo a polaridade e concentracdo de sal da solucdo influenciam na estrutura
final do dimero, que pode assumir uma configuracao cis ou trans [85-88]. E importante
ressaltar que a cumarina foi submetida a radiacdo UV em todos os experimentos,
porém, o comprimento de onda utilizado nas técnicas de dicroismo circular (195-250
nm) e espectroscopia de fluorescéncia (excitagdo em 290 nm) ndo seriam suficientes

para a formacgéo de dimeros da molécula [87].

Portanto, € possivel que a cumarina tenha formado um dimero que esteja
atuando como uma ponte entre os dominios SH2 de duas moléculas de Grb2,
formando um dimero da proteina em uma nova configuracdo estrutural. E a técnica
de DLS teria sido a Unica a detectar a possibilidade de dimerizacéo tanto da cumarina
como da proteina devido ao feixe de luz laser do equipamento ser emitido em 638 nm
[89]. Entretanto, como o indice de poli dispersividade das amostras foi maior do que o
observado antes da adicdo de cumarina, o valor obtido pode indicar o inicio da
formacdo de um agregado de proteina. Logo, mais estudos precisam ser realizados
para confirmar essa nova hipétese de dimerizagcdo, como a analise de estruturas
secundarias no UV-préximo por dicroismo circular e por infravermelho na auséncia e

presenca de cumarina.
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5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Nesta pesquisa, nos ressaltamos as diversas funcdes atribuidas a Grb2 e a
utilizamos como objeto de estudo por ser um alvo em potencial para interromper vias
de sinalizacdo que promovem o cancer. A molécula de cumarina foi escolhida devido
a vasta capacidade anticarcinogénica e, dada a importancia da inversao do gradiente
de pH entre os meios intra e extracelulares, nds elucidamos os mecanismos de
interacao da Grb2 com a molécula em duas condi¢cbes de pH que se aproximam do

pH intracelular de uma célula saudavel e cancerosa.

O didametro hidrodinamico obtido por DLS confirmou que mutacdo Y160F é
eficaz para a obtencédo de altas concentracdes de Grb2 monomérica. Junto tempo de
correlagdo, foi constatada maior flexibilidade estrutural da proteina em pH 8,0.
Posteriormente, nos identificamos por meio da técnica de dicroismo circular que essa
flexibilidade esta associada a um aumento das porcentagens de a hélices e estruturas
desordenadas na estrutura secundaria, que implicam em uma conformacéao estrutural

mais estavel da Grb2 em um pH préximo ao de uma célula cancerosa.

Tendo em vista esses resultados e que o estado monomérico € o que permite
a ativacdo da via da MAPK/ERK, nés elucidamos os mecanismos moleculares da
interacédo entre a Grb2Y1%F e a molécula de cumarina, que é conhecida por inibir a
proliferacdo celular. Os resultados obtidos através da supressao de fluorescéncia
indicam que a interacdo € favoravel, entropicamente dirigida e guiada por efeitos
hidrofobicos (AG < 0; AH e AS > 0), com uma constante de afinidade de 1 ordem de
magnitude maior em pH 8,0. Comparativamente, a interacao ainda apresenta maior

afinidade com o estado monomeérico (Y160F) do que com o dimérico (Y160).

A diferenca de epitopos entre as duas condi¢cdes de pH somada as analises
computacionais evidenciaram diferentes encaixes da molécula de cumarina em
relacdo ao bolsdo hidrofébico do sitio Il do dominio SH2, comprovando que as
mudancgas conformacionais induzidas pelo aumento de pH modularam a afinidade de
interacdo. Contudo, a estabilidade estrutural da proteina se mostrou dependente da

concentracdo de cumarina, sendo fortemente perturbada na proporcdo de 2:1 de
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concentracdo de ligante:proteina em pH 8,0 na caracterizacéo realizada por dicroismo

circular.

Por fim, os valores do diametro hidrodinamico e do tempo de correlagédo na
presenca cumarina sugerem a dimerizacdo da molécula e da Grb2 e uma nova
hipétese foi levantada: a dimerizacdo fotoquimica da cumarina possivelmente atua

como uma ponte e conecta dois protémeros de Grb2 através dos dominios SH2.

Com base nesses resultados, é evidente que a conformacao estrutural da Grb2
é sensivel as mudancas de pH e que isso pode influenciar na interacdo com outras
moléculas e proteinas parceiras na via de sinalizacéo, portanto, tais mudancas devem
ser levadas em consideracdo para o0 desenvolvimento de novas terapias

anticarcinogénicas e medicamentos mais eficazes no combate ao cancer.

As perspectivas para 0s proximos trabalhos incluem continuar a
caracterizacdo estrutural da Grb2Y%%F nas duas condicbes de pH por SAXS e
dicroismo circular com radia¢éo sincrotron; verificar a estabilidade térmica e quimica
da interacdo através de calorimetria diferencial de varredura e supressdo de
fluorescéncia com cloreto de guanidina; verificar a dimerizagdo da cumarina e
posteriormente da proteina na presenca da molécula por infravermelho; iniciar testes

em cultura celular.
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ANEXO | - PROTOCOLO KIT QIAPREP SPIN MINIPREP (QIAGEN)

Purificacdo de plasmideos recombinantes

© N o g &

9.

Centrifugar a cultura de bactérias a 8.000 RPM por 3 minutos a 25°C e coletar
o pellet;

Ressuspender o pellet em 250 pL da solugéo P1 e transferir para um micro tubo
de centrifuga;

Adicionar 250 pL da solugdo P2 e homogeneizar por inverséo (4-6 vezes) até
a solucéo ficar clara;

Adicionar 350 pL da solucdo N3 e homogeneizar por inverséo (4-6 vezes);
Centrifugar o micro tubo a 13.000 RPM por 10 minutos;

Coletar 800 uL do sobrenadante e aplicar na coluna QIAprep 2.0 spin;
Centrifugar por 1 minuto e descartar o liquido decantado;

Lavar a coluna com 750 pL da solucdo PE e centrifugar por 1 min e descartar
o liquido decantado;

Centrifugar por 1 minuto novamente para remover a solucao residual;

10. Transferir a coluna para um micro tubo autoclavado de 1,5 mL e adicionar 60

uL do tampéo EB;

11. Aguardar 1 minuto em repouso e centrifugar novamente por 1 minuto.



