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RESUMO

O desenvolvimento do céncer envolve uma série de alteragbes genéticas e epigenéticas que
permitem o escape do controle homeostatico das células, suprimindo inapropriadamente a
proliferagcdo e inibicdo da sobrevivéncia de células. Uma das alteragbes é a elevagdo do pH
intracelular por volta de 7.0 para 8.0. A proteina adaptadora Grb2 esta largamente envolvida em uma
variedade de carcinomas devido ao seu papel crucial em vias de sinalizacdo responsaveis pelo
crescimento e proliferagdo celular. Propde-se, entdo, neste estudo caracterizar possiveis mudangas
conformacionais e dindmicas da proteina Grb2 WT relacionada a modificagdo do pH e a importancia
dos triptofanos 60 e 121 localizados no dominio SH2 através de mutagdes pontuais por alanina. As
proteinas Grb2 WT e WG60A apresentaram estrutura predominante em dimero, enquanto W121A
apresenta uma prevaléncia da estrutura monomérica. As estruturas diméricas apresentam um
aumento do diametro hidrodindmico dependentes do aumento do pH. Para Grb2 WT, este aumento
do didmetro acompanha um aumento de estruturas desordenadas, conferindo uma maior flexibilidade
para a proteina. No caso de Grb2 W60A, observou-se um aumento de hélices a e folhas 3, sendo que
a primeira ocupa um volume maior do que a segunda, corroborando com os dados de DLS, e
conferindo maior estabilidade para o pH 8.0. O monémero de Grb2 com a mutagao W121A, ainda nao
relatado na literatura, apresenta um diametro estavel com variagcdo de 0.1 nm entre os pHs e sem
alteracdo significativa de sua estrutura secundaria dependente do aumento de pH. A molécula de
Cumarina tem recebido muita atencdo na Ultima década devido as suas propriedades
anticancerigenas, embora faltem estudos a nivel molecular. Um estudo conduzido por Sanches et al.
(2019) caracterizou a interagdo com a proteina Grb2 em pH 8.0 através da técnica de Espectroscopia
de Fluorescéncia com excitagao em 290 nm, a qual pode apresentar contribuigdes significativas da
excitagdo de Tirosinas. Desta forma, optou-se pela caracterizagdo da interagdo entre as moléculas e
as estruturas diméricas WT e W60A em ambos os pHs com excitagdo em 295 nm. Ambas as
interacdes sdo espontdneas e governadas por contribuicdes hidrofébicas, com constante de
associacdo na ordem de 10* M. As constantes de Hill para ambas as proteinas demonstram uma
interacao com cooperatividade negativa em pH 7.0 (n,~0.7) e ndo cooperativa para pH 8.0 (ny~1.0). A
diferencga de interacdo entre as proteinas se caracteriza pelo fato do mecanismo de supressdo em pH
7.0 ser estatico para a wildtype e dinamico para W60A. De forma geral, a semelhanga entre as
interacdes da proteina Grb2 WT e Grb2 WE0A indica que a cumarina apresenta sitio de interagao
préximo ao ftriptofano 121, como proposto por Sanches et al. (2019) através de analises
computacionais. Quanto a estrutura secundaria das proteinas, a molécula de Cumarina apresenta
uma tendéncia de ordenagao, apresentando um aumento de folhas 8 para a proteina Grb2 WT e de a
hélices para Grb2 W60A. Os resultados apresentados podem ser essenciais para o entendimento de
possiveis mecanismos de restauragido de sinais aberrantes em vias de sinalizagdo provocados pela
basificagdo do meio intracelular, além de aumentar o entendimento da interagdo da molécula de
Cumarina e comprovar a importancia do triptofano 121 no processo de dimerizagdo da proteina Grb2
WT.

PALAVRAS-CHAVE: Grb2. Cumarina. pH. Flexibilidade proteica. Dimerizagédo proteica



ABSTRACT

Cancer development involves a series of genetic and epigenetic alterations leading to disruption of
cellular homeostasis, proliferation suppression, and survival inhibition. One of the changes is
intracellular pH elevation from around 7.0 to 8.0. The adapter protein Grb2 is widely involved in
various carcinomas due to its crucial role in signaling pathways responsible for cell growth and
proliferation. This study aims to characterize potential conformational and dynamic changes of Grb2
WT under pH modification and the significance of tryptophans 60 and 121 located in the SH2 domain
via alanine point mutations. Grb2 WT and W60A proteins exhibit predominant dimeric structure, while
W121A display a prevalent monomeric structure. Dimeric structures show an increase in
hydrodynamic diameter with pH increase. For Grb2 WT, this diameter increase correlates with
enhanced disordered structures, imparting greater flexibility. Grb2 W60A exhibits increased a-helix
and B-sheet formation, particularly favoring a-helix at pH 8.0, providing greater stability. The monomer
of Grb2 with W121A mutation, not reported in literature, displays a stable diameter with minimal
secondary structure change across pH variations. Coumarin molecule has received attention for its
anticancer properties, with limited molecular-level studies. A study by Sanches et al. (2019)
characterized the interaction with Grb2 protein at pH 8.0 via Fluorescence Spectroscopy with 290 nm
wavelength excitation, potentially involving tyrosine excitation. Here, the interaction between the
molecule and dimeric WT and W60A structures is characterized at both pHs with 295 nm excitation.
Interactions are spontaneous and governed by hydrophobic contributions, with binding constants
around 10* M. Hill coefficients display negative cooperativity at pH 7.0 (n;~0.7) and non cooperative
at pH 8.0 (ny~1.0). Interaction difference arises from pH 7.0 suppression mechanism being static for
wildtype and dynamic for W60A. Overall, similarity in Grb2 WT and Grb2 W60A interactions suggests
Coumarin’s interaction site near tryptophan 121, as proposed by Sanches et al. (2019) via
computational analyses. Regarding protein secondary structures, Coumarin tends to induce ordering,
increasing B-sheets for Grb2 WT and a-helix for Grb2 W60A. Presented results may be key to
understanding potential restoration mechanisms of aberrant signaling pathways due to intracellular
alkalinization, enhancing the knowledge of coumarin interactions and confirming the importance of

tryptophan 121 in the Grb2 WT protein dimerization process.

KEYWORDS: Grb2. Coumarin. pH. Protein Flexibility. Protein Dimerization.
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Numero estimado de casos incidentes de céancer
mundialmente em 2020 para ambos os sexos. Mama
(2.2 milhdes), Pulm&o (2.2 milhdes), Colorretal (1.9
milhdo), Préstata (1.4 milh&o), Estdbmago (1.0 milh&o),
Figado (0.9 milhdo), Utero (0.8 milhdo), Eséfago (0.6
milhao), Tireoide (0.58 milhdo) e Bexiga (0.57 milhao).

Incidéncia mundial de cancer em 2020. (A) Sexo
feminino — predominancia dos canceres de mama e
utero. (B) Sexo masculino — maior heterogeneidade nos
tipos de cancer com maior predominancia dos canceres

de préstata e pulméao.

Trés tipos de sinais encontrados em animais. (A)
Enddcrino — o sinal € transportado pela corrente
sanguinea até uma célula alvo. (B) Paracrino — o sinal
age em uma célula vizinha. (C) Autécrino — o sinal age

na propria célula que o produz.

Principais caracteristicas adaptativas em células

cancerigenas.

Exemplos de proteinas receptoras de membrana. (A)
Proteinas acopladas a canais ibnicos. (B) Proteinas
receptoras acopladas a proteina G. (C) Proteinas

receptoras com atividade enzimatica.

Esquema representativo da formagdo do complexo
heterotetramero do dimero de Grb2 (dominio cSH3 em
vermelho, dominio SH2 em verde e nSH3 em azul) e
FGFR2 (azul). O complexo inicial com excesso de Grb2
se transforma em um complexo 2:2 com adicao de

FGFR2 até a saturacao do sistema.
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Figura 7 —

Figura 8 —

Representagcdo do mecanismo de controle da ativagao
de FGFR2 por Grb2. (A) Estado basal do complexo
FGFR2 — Grb2. Grb2 (dominio cSH3 em vermelho,
dominio SH2 em verde e nSH3 em azul) se liga através
de seu dominio cSH3 na regido C-terminal de FGFR2,
resultando no heterotetramero 2:2. O dominio quinase
(azul) possui mobilidade suficiente para a fosforilagao
de alguns residuos de tirosina (incluindo Y653 e Y654).
Receptor ativo, sinalizagdo inativa. (B) Fatores de
crescimento extracelular (marrom) e HSPG (Heparan
Sulfate  Proteoglycan) (preto) se ligam a parte
extracelular de FGFR2. Mudangas conformacionais
ocorrem resultando na fosforilagdo de Grb2 pelo
dominio quinase de FGFR2. (C) Grb2 fosforilada se
desliga do receptor por repulsdao eletrostatica. O
dominio quinase de FGFR2, na auséncia de Grb2, se
torna totalmente ativo acessando residuos de tirosina
previamente localizados na interface FGFR2 — Grb2 por

transfosforilagao. Receptor ativo, sinalizacao ativa.

Esquema representativo da ativagcdo da via de
sinalizacdo da MAPK. Inicialmente, FGFR2 é ativada
pela ligacdo de um fator de crescimento externo,
ativando a proteina RAS através da molécula
adaptadora Grb2, a qual recruta um fator de troca do
nucleotideo guanina (SOS), o qual realiza a catalise,
induzindo RAS a trocar seu GDP por GTP. O processo
se segue pela estimulacdo sequencial de proteinas
quinases, como a RAF, MEK e ERK. As ERK migram
para o nucleo celular fosforilando um conjunto de
moléculas responsaveis pela transcricdo, dando inicio

ao processo de proliferacao celular.
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Figura 9 —

Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 —

Figura 16 —

Figura 17 —

Representagdo da estrutura cristalografica da proteina
Grb2 dimérica (dominio cSH3 em vermelho, SH2 em

verde e nSH3 em azul).

Estrutura tridimensional do dominio cSH3 adaptada da
estrutura cristalografica da proteina adaptadora Grb2
através do PDB ID: 1GRI.

Estrutura tridimensional do dominio SH2 com a
nomenclatura de suas respectivas estruturas

secundarias e a al¢ca EF.

Estrutura tridimensional cristalografica do dimero de
SH2 formado através de domain-swapping. Os
protdbmeros foram identificados de cores diferentes para
evidenciar a troca da hélice a3 e o alongamento da alca
EF.

Estrutura tridimensional do dimero da proteina Grb2

mediado pelo domain-swapping dos dominios SH2.

Exemplos de Cumarinas com suas respectivas

estruturas planares.

(A) Espectro de emissao de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 dimérica em pH 8.0 na auséncia e na
presenca de diferentes concentracbes da molécula de

Cumarina.

Epitopos da molécula de Cumarina interagindo com a
proteina Grb2 em pH 8.0 computados através da
técnica de STD.

Representacdo do complexo Grb2-Cumarina para a
interacdo com os aminoacidos destacados do dominio

SH2 obtidos computacionalmente.
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Figura 18 —

Figura 19 —

Figura 20 —

Figura 21 —

Figura 22 —

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 Y160F em pH 7.0 e 8.0 na auséncia e na
presenca de diferentes concentracbes da molécula de

Cumarina.

Epitopos da molécula de Cumarina interagindo com a
proteina Grb2 Y160F em pH 7.0 (A) e 8.0 (B)
computados através da técnica de STD.

Representacdo do complexo Grb2 Y160F-Cumarina
para a interacdo em pH 7.0 e 8.0 com os aminoacidos
destacados do dominio SH2 obtidos

computacionalmente.

Gel SDS-PAGE 15% da purificacdo de Grb2 WT por
afinidade ao Cobalto. MM - Marcador de massa
molecular (kDa); Flow — proteinas que nao apresentam
afinidade por Cobalto; 20 — 1000 mM — concentrag¢des

de Imidazol utilizadas para a eluicao da proteina.

Perfil cromatografico da purificacdo por exclusao
molecular da proteina Grb2 WT em pH 7.0 (preto) e 8.0
(vermelho). Nota-se um deslocamento no volume de

eluicido dependente do pH.
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Figura 23 —

Figura 24 —

Figura 25 —

Termograma de desnaturagdo da proteina Grb2 WT
obtido por calorimetria diferencial de varredura. As
curvas do DSC para a proteina Grb2 WT foram obtidas
entre 20 e 80 °C com taxa de aquecimento de 1 °C/min.
Em preto, tem-se a curva experimental obtida, em
vermelho seu respectivo fit. Em verde tem-se a primeira
deconvolucdo, seguida da segunda em azul e da
terceira em ciano. As deconvolugdes foram realizadas
no numero minimo necessario para se ajustar a curva
experimental e cada uma delas pode ser associada aos
trés dominios da proteina. (A) Em pH 7.0 é observado
um termograma estreito, correspondente a uma maior
cooperatividade entre os dominios durante o processo
de desnaturagdo térmica. (B) Um termograma mais
amplo pode ser observado em pH 8.0, significando que
os dominios desnaturam mais independente uns dos
outros em um processo no qual a cooperatividade

térmica é significativamente baixa.

Grafico de espalhamento dindmico da luz da proteina
Grb2 WT em diferentes pHs basicos: 7.0 (preto) e 8.0
(vermelho). Nota-se em ambas as curvas a presenca de
dois picos, sendo o primeiro muito mais presente com
porcentagem em massa perto de 100%, o qual foi

considerado neste trabalho.

Coeficiente de correlacdo da proteina Grb2 WT em pH
7.0 (preto) e pH 8.0 (vermelho) ao longo do tempo. O
menor decaimento do coeficiente em pH 8.0 indica um
volume maior ocupado pela proteina quando
comparado com a amostra em pH 7.0, a qual apresenta
um decaimento mais rapido do coeficiente de

correlagao.
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Figura 26 —

Figura 27 —

Figura 28 —

Figura 29 —

Parametros de relaxagdo T1 e T2 para pH 7.0 (A) e pH
8.0 (B) para 7.54 ppm adquiridos por medidas de 'H —
RMN. Ambos os parametros foram ajustados
exponencialmente pelas equacdes presentes em cada

grafico.

Espectro de Infravermelho da proteina Grb2 WT nos

pHs 7.0 (preto) e 8.0 (vermelho).

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 WT em pH 7. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacdo  do espectro  experimental. A
deconvolucdo em vermelho é caracteristica de voltas
beta (~1680 cm™), em verde alfa-hélices (~1670 cm™),
em azul representam estruturas desordenadas (~1650
cm™) e em ciano e rosa duas regides de folhas beta
(~1630 e 1620 cm™).

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 WT em pH 8. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. A deconvolugdo em
verde é caracteristica de alfa-hélices (~1670 cm™), em
azul representam estruturas desordenadas (~1650 cm™)
e em ciano e rosa duas regides de folhas beta (~1630 e
1620 cm™).
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Figura 30 —

Figura 31 —

Figura 32 —

Figura 33 —

Espectro 2D 'H,"”°N-HSQC de 350 uM de Grb2 WT em
20 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7.0 contendo 50 mM
NaCl, 1 mM BME, 90% H,0/10% D,O. Os
assinalamentos  foram realizados através de
comparagao com assinalamentos dos dominios SH2 e
cSH3 isolados depositados no Biological Magnetic
Resonance Bank com IDs 27781 (SH2) e 18748 (cSH3).

Espectro 2D 'H,"”°N-HSQC de 350 uyM de Grb2 WT em
20 mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 8.0 contendo 50 mM
NaCl, 1 mM BME, 90% H,0/10% D,O. Os
assinalamentos  foram  realizados através de
comparagao com assinalamentos dos dominios SH2 e
cSH3 isolados depositados no Biological Magnetic
Resonance Bank com IDs 27781 (SH2) e 18748 (cSH3).

Sobreposi¢cdo dos espectros 2D 'H,"®N-HSQC da
proteina Grb2 WT com concentragao de 350 uM em 20
mM Na,HPO,/NaH,PO, pH 7.0 (verde) e pH 8.0 (roxo)
contendo 50 mM NaCl, 1 mM BME, 90% H,0/10% D,0.
Os residuos de aminoacidos em comum de ambos os
pHs s&o mostrados na figura e as setas indicam os que
apresentam maior deslocamento. Tais residuos de
aminoacidos sdo mostrados em maior resolugido na

parte inferior da figura.

N perturbagdo do deslocamento quimico (CSP) por
residuo de aminoacido de Grb2 WT. Os valores de CSP
foram obtidos através do software CcpNMR por
comparagao entre os espectros do pH 7.0 e pH 8.0 e
plotados no programa Origin Pro 8. A linha cheia faz
referéncia a média dos deslocamentos (0.012 ppm) e tal
média acrescida do desvio padrao é definida pela linha
pontilhada (0.019 ppm).
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Figura 34 —

Figura 35 —

Figura 36 —

Figura 37 —

Estrutura da proteina Grb2 WT cristalografica (PDB:
1GRI). Os residuos de aminoacido com maiores valores
de CSP estdao destacados em amarelo. A grande
maioria destes estdo localizados em estruturas
secundarias ordenadas (hélices-alfa para o SH2 e

fitas-beta para o cSH3).

Diferencas de cargas tedricas em pH 7.0 e 8.0 para a
proteina Grb2 WT. A) Estrutura cristalografica dimérica
da proteina Grb2 WT (PDB: 1GRI). As cores
representam os dominios cSH3 (azul), SH2 (vermelho)
e nSH3 (laranja), assim como as cadeias A (azul) e B
(cinza). Os residuos destacados apresentam mudancgas
na protonagdo em pH 7.0 e 8.0. B) Representacdo da
superficie da estrutura cristalografica de Grb2 WT
colorida de acordo com o potencial eletrostatico e
mostrando as regides que sao afetadas pelas

mudancas de protonagao.

Analise da dindmica molecular. A) Root-Mean-Square
Fluctuations (RMSF) da proteina Grb2 WT e
sobreposicao das estruturas durante os 500 ns da
dinamica molecular. B) Area Acessivel ao Solvente
(SASA). C) Raio de giro. Todos os graficos e estruturas
foram coloridos de acordo com a protonagao relativa ao
pH.

Decomposigcdo do movimento da dindmica molecular. A)
Vetores representando dois movimentos com maior
amplitude de Grb2 WT durante a dinamica molecular. As
estruturas representam o movimento calculado por
esses vetores. Estas foram coloridas de acordo com a
direcdo do movimento indicado pela flecha na barra de

cores. B) Vetores com maior intensidade sdo mostrados,
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Figura 38 —

Figura 39 —

Figura 40 —

Figura 41 —

Figura 42 —

indicando a diregdo e movimento da estrutura da

proteina.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 WT na auséncia e presenca de diferentes
volumes de etanol absoluto em 295 K. (A) pH 7.0 e (B)
pH 8.0. No canto superior direito encontra-se a regiao

de maximo da fluorescéncia em melhor resolugao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 WT em pH 7.0 (A) e pH 8.0 (B) na
auséncia e na presenga de diferentes concentracdes da
molécula supressora Cumarina com excitagdo em 295
nm e temperatura de 295 K. No canto superior direito
encontra-se a regido de maximo de fluorescéncia em

maior resolugao.

Grafico de Stern-Volmer. Supressao da fluorescéncia de
Grb2 WT nas temperaturas 291 (preto), 295 (azul) e 299
K (vermelho) pela concentragcdo de Cumarina. (A) pH
7.0 e (B) pH 8.0.

Grafico Duplo-log. Dados relativos ao efeito da
supressao de fluorescéncia sofrido pela proteina Grb2
WT na presenga de Cumarina, para pH 7.0 (A) e pH 8.0
(B), nas temperaturas 291 (preto), 295 (vermelho) e 299
(azul) K. Inserido no canto superior direito encontra-se o
grafico de van’t Hoff, responsavel pela determinagao

dos parametros termodinamicos da interagao.

Parametros termodindmicos caracterizados através do
ajuste linear do grafico de van’t Hoff para pH 7.0 (A) e
pH 8.0 (B). Em rosa esta a contribuicdo da energia livre

de Gibbs (AG), em verde a entalpia (AH), e em roxo a
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Figura 43 —

Figura 44 —

Figura 45 —

entropia (AS) levando em consideracédo a temperatura

analisada.

Espectro de STD do complexo Grb2 WT — Cumarina em
pH 7.0. Em vermelho, o experimento de off-resonance e
em azul, o experimento on-resonance indicando que
ocorre a interagdo entre Grb2 WT e a molécula de
Cumarina. Os numeros indicam os assinalamentos dos
hidrogénios da Cumarina e as porcentagens referentes

a proximidade destes hidrogénios da proteina Grb2 WT.

Espectro de STD do complexo Grb2 WT — Cumarina em
pH 8.0. Em vermelho, o experimento de off-resonance e
em azul, o experimento on-resonance indicando que
ocorre a interacdo entre Grb2 WT e a molécula de
Cumarina. Os numeros indicam os assinalamentos dos
hidrogénios da Cumarina e as porcentagens referentes

a proximidade destes hidrogénios da proteina Grb2 WT.

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 WT em pH 7 contendo o dobro de
Cumarina em concentracdo. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacdo do  espectro  experimental. As
deconvolugcées em vermelho e verde sio caracteristicas
de voltas beta (~1680 e 1680 cm™), em azul alfa-hélices
(~1670 cm™), em ciano representam estruturas
desordenadas (~1650 cm™) e em rosa e amarelo duas
regides de folhas beta (~1630 e 1620 cm™).
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Figura 46 —

Figura 47 —

Figura 48 —

Figura 49 —

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 WT em pH 8 com o dobro da
concentragdo de Cumarina. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. A deconvolugdo em
vermelho é caracteristico de voltas beta (~1690 cm™),
em verde alfa-hélices (~1670 cm™), em azul
representam estruturas desordenadas (~1650 cm™), em
ciano e rosa duas regioes de folhas beta (~1630 e 1620
cm™) e em amarelo estruturas de agregados de fita beta
(~1610 cm™).

Dominio SH2 da proteina Grb2 (PDB: 1GHU) [60] com

os triptofanos 60 (vermelho) e 121 (azul) destacados.

Frustragdo conformacional da proteina Grb2 WT (acima)
e com a mutacdo WG0A (abaixo). As linhas em
vermelho demonstram regides frustradas
conformacionalmente da proteina, enquanto que em

verde, as regides nao-frustradas.

Contatos realizados pelo residuo 60 da proteina Grb2
em sua estrutura cristalografica quando este é um
triptofano (contatos especificos em vermelho) e quando
este & uma alanina (contatos especificos em verde). Os
residuos marcados em azul sdo comuns para os dois
residuos (triptofano e alanina). Cada residuo em contato
esta especificado na parte direita da imagem, assim
como a distancia deste ao residuo 60 e a porcentagem
em que o contato acontece durante a dindmica

molecular.
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Figura 50 —

Figura 51 —

Figura 52 —

Figura 53 —

Figura 54 —

Figura 55 —

Figura 56 —

Gel SDS-PAGE 15% da purificagao de Grb2 WG60A por
afinidade ao Cobalto. MM - Marcador de massa
molecular (kDa); Flow - proteinas que ndo apresentam
afinidade por Cobalto; 20 - 1000 mM - concentragdes de

Imidazol utilizadas para a elui¢gao da proteina.

Perfil cromatografico da purificagdo por exclusao
molecular da proteina Grb2 W60A em pH 7.0 (preto) e

8.0 (vermelho).

Sobreposicdo dos perfis cromatograficos da proteina
Grb2 WT (preto) e Grb2 W60A (vermelho) em pH 7.0.

Grafico de espalhamento dindmico da luz da proteina
Grb2 W60A nos pHs 7.0 (preto) e 8.0 (vermelho).

Coeficiente de correlagdo da proteina Grb2 W60A em

pH 7.0 (preto) e 8.0 (vermelho) ao longo do tempo.

Grafico de espalhamento dinamico da luz comparativo
das proteinas Grb2 WT e WG60A em pH 8.0
demonstrando um maior didametro hidrodinamico para a

proteina.

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 W60A em pH 7.0. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacdo  do espectro  experimental. A
deconvolucdo em vermelho é caracteristica de voltas
beta (~1680 cm™), em verde alfa-hélices (~1670 cm™),

em azul representam estruturas desordenadas (~1650
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Figura 57 —

Figura 58 —

Figura 59 —

Figura 60 —

cm’) e em ciano e rosa duas regides de folhas beta
(~1630 e 1620 cm™).

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 W60A em pH 8.0. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacao do espectro experimental. A
deconvolugcdo em vermelho ¢é caracteristica de
alfa-hélices (~1670 cm'), em azul representam
estruturas desordenadas (~1650 cm™) e em ciano e

rosa duas regides de folhas beta (~1630 e 1620 cm™).

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 W60A na auséncia e presenca de
diferentes volumes de etanol absoluto em 295 K. (A) pH
7.0 e (B) pH 8.0. No canto superior direito a regido de
maximo da fluorescéncia encontra-se em maior

resolugao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 W60A em pH 7.0 (A) e pH 8.0 (B) na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes da
molécula supressora Cumarina com excitagdo em 290
nm e temperatura de 295 K. No canto superior direito
apresenta-se a regido de maximo de fluorescéncia em

maior resolucgao.

Grafico de Stern-Volmer. Supressao da fluorescéncia de
Grb2 W60A nas temperaturas 291 (preto), 295 (azul) e
299 K (vermelho) pela concentracdo de Cumarina. (A)
pH 7.0 e (B) pH 8.0.
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Figura 61 —

Figura 62 —

Figura 63 —

Figura 64 —

Grafico Duplo-log. Dados relativos ao efeito da
supressao de fluorescéncia sofrido pela proteina Grb2
WG60A na presenga de Cumarina, para pH 7.0 (A) e pH
8.0 (B), nas temperaturas 291 (preto), 295 (vermelho) e
299 K (azul). Inserido no canto superior direito
encontra-se o grafico de van’'t Hoff, responsavel pela
determinacédo dos parametros termodinamicos da

interacao.

Parametros termodindmicos caracterizados através do
ajuste linear do grafico de van’t Hoff para pH 7.0 (A) e
pH 8.0 (B). Em rosa esta a contribuicao da energia livre
de Gibbs (AG), em verde a entalpia (AH), e em roxo a
entropia (AS) levando em consideragcédo a temperatura

analisada.

Espectro de STD do complexo Grb2 WG0A - Cumarina
em pH 7.0. Em vermelho, o experimento de
off-resonance e em azul, o experimento de
on-resonance indicando que ocorre a interagido entre a
proteina e a molécula de Cumarina. Os numeros
indicam os assinalamentos dos hidrogénios da
Cumarina e as porcentagens referentes a proximidade

destes hidrogénios da proteina Grb2 W60A.

Espectro de STD do complexo Grb2 WG0A - Cumarina
em pH 8.0. Em vermelho, o experimento de
off-resonance e em azul, o0 experimento de
on-resonance indicando que ocorre a interagcido entre a
proteina € a molécula de Cumarina. Os numeros
indicam os assinalamentos dos hidrogénios da
Cumarina e as porcentagens referentes a proximidade

destes hidrogénios da proteina Grb2 W60A.
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Figura 65 —

Figura 66 —

Figura 67 —

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 W60A em pH 7 contendo a mesma
concentragdo de Cumarina. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacdo  do espectro  experimental. A
deconvolucdo em vermelho é caracteristica de voltas
beta (~1690 cm™), em verde alfa-hélices (~1670 cm™),
em azul representam estruturas desordenadas (~1650
cm™) e em ciano e rosa duas regides de folhas beta
(~1630 e 1620 cm™).

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 W60A em pH 8.0 com a mesma
concentragdo do ligante Cumarina. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. A deconvolugdo em
verde € caracteristico de alfa-hélices (~1670 cm-1), em
azul representam estruturas desordenadas (~1650
cm™), em ciano e rosa duas regides de folhas beta
(~1630 e 1620 cm™).

Frustragdo conformacional da proteina Grb2 WT (acima)
e com a mutacdo W121A (abaixo). As linhas em
vermelho mostram regides frustradas
conformacionalmente da proteina, enquanto que em

verde, as regides nao-frustradas.
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Figura 68 —

Figura 69 —

Figura 70 —

Figura 71 —

Figura 72 —

Contatos realizados pelo residuo 121 da proteina Grb2
em sua estrutura cristalografica quando este é um
triptofano (contatos especificos em vermelho) e quando
este & uma alanina (contatos especificos em verde). Os
residuos marcados em azul sdo comuns para os dois
residuos (triptofano e alanina). Cada residuo em contato
esta especificado na parte direita da imagem, assim
como a distancia deste ao residuo 121 e a porcentagem
em que o contato acontece durante a dindmica

molecular.

Gel SDS-PAGE 15% da purificagdo de Grb2 W121A por
afinidade ao Cobalto. MM - Marcador de massa
molecular (kDa); Flow - proteinas que ndo apresentam
afinidade por Cobalto; 20 - 1000 mM - concentragdes de

Imidazol utilizadas para a eluigao da proteina.

Perfil cromatografico da purificagdo por excluséo
molecular da proteina Grb2 W121A em pH 7.0 (preto) e

8.0 (vermelho).

Sobreposigdo dos perfis cromatograficos das proteinas
Grb2 WT (preto), WG60A (vermelho) e W121A (azul) em
pH 7.0 evidenciando a diferengca no volume de elui¢ao
de cada uma das proteinas e a diferengca em relacéo a
proteina W121A.

Graficos de espalhamento dinamico da luz: distribuicdo
de volume por didmetro hidrodindmico (esquerda) e
coeficiente de correlagdo (direita) da proteina Grb2
W121A em diferentes pHs basicos: 7.0 (preto) e 8.0
(vermelho) referentes ao primeiro pico de eluigdo da

cromatografia por exclusdo molecular.

145

146

146

147

148



Figura 73 —

Figura 74 —

Figura 75 —

Figura 76 —

Figura 77 —

Graficos de espalhamento dinamico da luz: distribuicdo
de volume por didmetro hidrodindmico (esquerda) e
coeficiente de correlagdo (direita) da proteina Grb2
W121A nos pHs 7.0 (preto) e 8.0 (vermelho) para o
segundo pico de eluicdo da cromatografia por exclusdo

molecular.

Distribuicdo de volume por diametro hidrodinamico das
proteinas Grb2 WT e Grb2 W121A nos pHs 7.0
(esquerda) e 8.0 (direita).

Grafico da variagdo do didmetro das estruturas Grb2
WT dimérica (preto) e Grb2 W121A monomérica

(vermelho) ao longo dos 300 ns de dindmica molecular.

Estrutura mais representativa do dimero de Grb2 WT
(esquerda) e do mondmero de Grb2 W121A (direita) e

seu didmetro associado.

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 W121A em pH 7.0. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacdo  do espectro  experimental. A
deconvolucdo em vermelho é caracteristica de voltas
beta (~1680 cm™), em verde alfa-hélices (~1670 cm™),
em azul representam estruturas desordenadas (~1650
cm™) e em ciano e rosa duas regides de folhas beta
(~1630 e 1620 cm™).
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Figura 78 —

Figura 79 —

Figura 80 —

Figura 81 —

Espectro de Infravermelho da regido da amida | para a
proteina Grb2 W121A em pH 8.0. O espectro obtido
experimentalmente esta representado em preto,
enquanto o calculado pela soma das deconvolugdes é
apresentado em verde escuro. As deconvolugdes foram
realizadas no numero minimo necessario para a melhor
representacdo  do espectro  experimental. A
deconvolucdo em verde é caracteristica de alfa-hélices
(~1670 cm”), em azul representam estruturas
desordenadas (~1650 cm™”) e em ciano e rosa duas
regides de folhas beta (~1630 e 1620 cm™).

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 WT na auséncia e presenca de diferentes
volumes de etanol absoluto em 291 K. (A) pH 7.0 e (B)
pH 8.0. No canto superior direito encontra-se a regiao

de maximo da fluorescéncia em melhor resolugao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 pM de
proteina Grb2 WT na auséncia e presenca de diferentes
volumes de etanol absoluto em 299 K. (A) pH 7.0 e (B)
pH 8.0. No canto superior direito encontra-se a regiao

de maximo da fluorescéncia em melhor resolugao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 WT em pH 7.0 (A) e pH 8.0 (B) na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes da
molécula supressora Cumarina com excitagcdo em 295
nm e temperatura de 291 K. No canto superior direito
encontra-se a regido de maximo da fluorescéncia em

melhor resolucéao.
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Figura 82 —

Figura 83 —

Figura 84 —

Figura 85 —

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 WT em pH 7.0 (A) e pH 8.0 (B) na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes da
molécula supressora Cumarina com excitagdo em 295
nm e temperatura de 299 K. No canto superior direito
encontra-se a regido de maximo da fluorescéncia em

melhor resolucgao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 W60A na auséncia e presenca de
diferentes volumes de etanol absoluto em 291 K. (A) pH
7.0 e (B) pH 8.0. No canto superior direito encontra-se a
regido de maximo da fluorescéncia em melhor

resolugao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 W60A na auséncia e presenca de
diferentes volumes de etanol absoluto em 299 K. (A) pH
7.0 e (B) pH 8.0. No canto superior direito encontra-se a
regido de maximo da fluorescéncia em melhor

resolugao.

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 W60A em pH 7.0 (A) e pH 8.0 (B) na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes da
molécula supressora Cumarina com excitagdo em 295
nm e temperatura de 291 K. No canto superior direito
encontra-se a regido de maximo da fluorescéncia em

melhor resolucgéao.
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Figura 86 —

Espectro de emissdo de fluorescéncia de 2 uM de
proteina Grb2 W60A em pH 7.0 (A) e pH 8.0 (B) na
auséncia e na presenca de diferentes concentracdes da
molécula supressora Cumarina com excitagdo em 295
nm e temperatura de 299 K. No canto superior direito
encontra-se a regido de maximo da fluorescéncia em

melhor resolucgao.
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Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 —

Tabela 6 —

LISTA DE TABELAS

Parametros termodindmicos dos experimentos de DSC.
Cada deconvolugédo em ambos os pHs estdo associadas
a diferentes temperaturas de melting e entalpias
calorimétricas. As temperaturas de melting foram
retiradas do valor maximo de C, correspondente,
enquanto as entalpias calorimétricas foram calculadas

através da integragao de cada deconvolucgao.

Mudangas de entalpia de van’t Hoff associadas a cada
curva de deconvolugao nos pHs 7.0 e 8.0. A entalpia foi
calculada pela equacdo de van’'t Hoff para cada

deconvolug&o assim como para o termograma completo.

Valores médios de T, e T, dos 13 pontos analisados de
7.0 a 9.0 ppm em ambos os pHs. O valor maior razao
T,/T, em pH 8.0 indica que este possui um diametro

maior do que a proteina em pH 7.0.

Porcentagens retiradas das deconvolugdes do espectro
de infravermelho para a proteina Grb2 WT em pH 7.0. Os
numeros de onda representam o centro da deconvolugao
e a porcentagem de cada estrutura foi calculada através
da porcentagem da area de cada deconvolugdo em

relagao a area total do espectro.

Porcentagens retiradas das deconvolugbes do espectro
de infravermelho evidenciando o aumento percentual de
estruturas desordenadas acompanhado com um

decréscimo de folhas .

Residuos de aminoacidos com valores de perturbagao de
deslocamento quimico maiores do que a média acrescida

do desvio padrao e seus respectivos valores.
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Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10 —

Tabela 11 —

Tabela 12 —

Constantes de supressdo de Stern-Volmer. Valores
obtidos para o complexo Grb2 WT — Cumarina nas
temperaturas de 291 K, 295 K e 299 K através da

inclinagdo da reta do ajuste linear para ambos os pHs.

Coeficiente de Hill (ny) e constante de associagao (K,)
determinados através dos graficos de duplo-log para as

trés temperaturas em ambos pHs.

Parametros termodinamicos para os pHs 7.0 e 8.0
determinados através do ajuste linear do grafico de van’t
Hoff.

Valores dos epitopos da molécula de Cumarina na

interacdo com Grb2 WT nos pHs 7.0 e 8.0.

Porcentagens retiradas das deconvolugdes do espectro
de infravermelho para a proteina Grb2 WT em pH 7.0
com o dobro da concentracdo do ligante Cumarina. Os
numeros de onda representam o centro da deconvolugao
e a porcentagem de cada estrutura foi calculada através
da porcentagem da area de cada deconvolugdo em

relagao a area total do espectro.

Porcentagens retiradas das deconvolugdes do espectro
de infravermelho para a proteina Grb2 WT em pH 8.0
com o dobro da concentracdo do ligante Cumarina. Os
numeros de onda representam o centro da deconvolugao
e a porcentagem de cada estrutura foi calculada através
da porcentagem da area de cada deconvolugdo em

relacdo a area total do espectro.

101

103

105

107

109

110



Tabela 13 —

Tabela 14 —

Tabela 15 —

Tabela 16 —

Tabela 17 —

Tabela 18 —

Tabela 19 —

Tabela 20 —

Comparagcédo das porcentagens de  estruturas
secundarias (a hélices, folhas B e estruturas
desordenadas) da proteina Grb2 WT pura nos pHs 7.0 e
8.0 e da interacado entre Cumarina e Grb2 WT em pH 8,0

na propor¢ao 2:1.

Composicao da estrutura secundaria da proteina Grb2
WG60A em pH 7.0 com seus respectivos centros e

porcentagens.

Composicao da estrutura secundaria da proteina Grb2
WG60A em pH 8.0 com seus respectivos centros e

porcentagens.

Constantes de supressdo de Stern-Volmer. Valores
obtidos para o complexo Grb2 W60A — Cumarina nas
temperaturas de 291, 295 e 299 K através da inclinagéo

da reta do ajuste linear para ambos os pHs.

Coeficiente de Hill (ny) e constante de associagao (K,)
determinados através dos graficos de duplo-log para as

trés temperaturas em ambos pHs.

Parametros termodinamicos para os pHs 7.0 e 8.0
determinados através do ajuste linear do grafico de van’t
Hoff.

Valores dos epitopos da molécula de Cumarina na
interacao com Grb2 W60A nos pHs 7.0 e 8.0.

Porcentagens calculadas através das deconvolugdes do
espectro de infravermelho para a proteina Grb2 WG60A
em pH 7.0 com a mesma concentragdo do ligante
Cumarina. Os numeros de onda representam o centro da
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calculada através da porcentagem da area de cada

deconvolucédo em relagéo a area total do espectro.
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relagao a area total do espectro.
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porcentagens.
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1. INTRODUGAO

O desenvolvimento do céncer envolve sucessivas alteragdes genéticas e
epigenéticas que permitem o0 escape do controle homeostatico das células,
suprimindo inapropriadamente a proliferacdo e inibicdo da sobrevivéncia de células
aberrantes proliferadas fora de seus nichos normais. A maioria dos canceres surgem
em células epiteliais, manifestados por carcinomas em 6rgaos como pulmao, mama,
pele, figado e péancreas. Sarcomas, por outro lado, surgem de tecidos
mesenquimais, ocorrendo em fibroblastos, midcitos, adipdcitos e osteoblastos.
Tumores nao epiteliais podem também se desenvolver em células do sistema
nervoso (gliomas, neuroblastomas e medulo-blastomas) e tecidos hematopoiéticos

(leucemia e linfoma) [1].

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), em 2020, haviam 18
milhées de novos casos de cancer, 9.8 milhdes de mortes registradas e 44 milhdes
de pessoas vivendo com cancer a mais de 5 anos. Dentre as maiores ocorréncias
(Figura 1), podem ser citados os canceres de mama (2.2 milhdes), pulmao (2.2

milhdes), colorretal (1.9 milhdo), prostata (1.4 milhdo) e estdbmago (1.0 milh&o) [2].

Figura 1 — Numero estimado de casos incidentes de cancer mundialmente em 2020 para ambos os
sexos. Mama (2.2 milhdes), Pulméo (2.2 milhées), Colorretal (1.9 milhdo), Préstata (1.4 milhdo),
Estémago (1.0 milhdo), Figado (0.9 milhzo), Utero (0.8 milhdo), Eséfago (0.6 milhdo), Tireoide (0.58
milh&do) e Bexiga (0.57 milh&o).

Bexiga

Tireoide

Esdfago IS

Utero I

Figado I

Estomago I

Prostata  IEEE—

Colorreial I

PuImE0
Mama I EEE——

)] 0.5 1 1.5 2 25

Fonte: Adaptado de Sung et al. (2021) [2].
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Para o sexo feminino, como pode ser observado na Figura 2, a predominancia do
cancer de mama e utero é vista mundialmente, com exce¢ao de alguns casos de
cancer de tireoide e figado. Por outro lado, para o sexo masculino existe uma maior
heterogeneidade nos tipos de cancer, sendo mais evidentes os de préstata e

pulmao.

Figura 2 — Incidéncia mundial de cancer em 2020. (A) Sexo feminino — predominancia dos canceres
de mama e utero. (B) Sexo masculino — maior heterogeneidade nos tipos de cancer com maior

predominéancia dos canceres de prostata e pulmao.

(A)

-

Mama

Utero

Tireoide
| Figade

Sem dados

(B)

Prostata
Pulmao
Estdomago
Figado

Colorretal
Boca
Esofago
Sem dados

Fonte: Ferlay et al. (2021) [3].
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Grb2 é uma importante proteina expressa ubiquamente no interior das
células. Seu papel fundamental em varias vias de sinalizagao e seu reconhecimento
em diversos tipos de céancer a torna um alvo importante para a avaliacdo de
diferencas conformacionais e termodinamicas em condigdes que possam mimetizar
células tumorais e normais. Uma das principais caracteristicas de células
cancerigenas € a habilidade de mudar seu pH intracelular por volta de 7.0 em

células normais para em torno de 8.0 em células cancerigenas.

A basificagcado do pH para a proteina Grb2 WT ocasionou um aumento de seu
didmetro hidrodinamico, levando a uma menor cooperatividade entre os dominios da
proteina. A alteracdo no diametro hidrodindmico foi relacionada a uma alteragao na
composi¢cao da estrutura secundaria da proteina, apresentando uma diminuigao de
folhas B e aumento de estruturas desordenadas em pH mais alto, possibilitando uma
maior flexibilidade da proteina devido a reducao de pontes de hidrogénio, ligagao

restritiva de curto alcance, responsaveis pela estabilizagao de folhas (3.

Experimentos de HSQC revelaram um equilibrio nas perturbagcdes do
deslocamento quimico para os dominios SH2 e cSH3. No caso do dominio nSH3, a
falta de assinalamento impediu tal visualizagdo, optando-se por uma metodologia
computacional, a qual revelou movimentos periféricos dos dominios SH3 em pH 8.0
e movimentos centrais em pH 7.0, corroborando com o aumento do diametro

hidrodindmico dependente do aumento de pH.

A Cumarina, por apresentar propriedades anticancerigenas comprovadas, €
uma molécula importante para a realizagao de estudos de interagédo com proteinas
relacionadas com carcinomas. A interagao entre a molécula e a proteina Grb2 ja foi
caracterizada na literatura em pH 8.0 porém, visto que a proteina Grb2 apresenta
mudancgas conformacionais em diferentes pHs, é de fundamental importancia

entender como tal estruturacao afeta a interacdo com a molécula.

Neste sentido, a interacao entre a proteina Grb2 e a molécula de Cumarina foi
realizada em ambos os pHs. Utilizando a propriedade intrinseca do fluoréforo
triptofano, foi possivel acompanhar a supressao da intensidade de fluorescéncia

com a adicdo de Cumarina no sistema. Observou-se a mesma ordem na constante
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de associagdo em ambos os pHs (10* M), apresentando mudangas no seu
mecanismo de supressao, estatico para pH 7.0 e dindmico para pH 8.0, assim como
diferentes constantes de Hill, préximo de 0,6 para o pH 7.0 e préximo de 1.0 para pH
8.0. A interagdo também foi analisada através da técnica de STD no intuito de
caracterizar o encaixe da molécula no sitio de ligagdo, apresentando diferentes
encaixes nos pHs estudados, evidenciado pela mudanga nas porcentagem dos
epitopos mais proximos da proteina (H8 e H6 - pH 7.0; H6 e H1 - pH 8.0). Por fim, a
analise da estrutura secundaria da proteina na presenga da molécula de Cumarina
através da técnica de Infravermelho mostrou uma reestruturacdo mediante a
interacao, evidenciada pelo aumento de folhas B em pH 8.0 acompanhado por uma

diminui¢ao da porcentagem de estruturas desordenadas.

A caracterizagdo do sitio de interacdo entre a proteina e a molécula
apresentada na literatura [48], indica um sitio de docagem proximo ao triptofano 121.
Para uma melhor elucidagao de tal sitio, optou-se pela mutacéo dos triptofanos 60 e
121 presentes no dominio SH2 de Grb2 por um residuo de alanina, a fim de estudar
a influéncia da cadeia lateral na estrutura da proteina e na interacdo com a

molécula.

O mutante W60A apresentou caracteristicas estruturais semelhantes a Grb2
WT, com aumento do diametro hidrodinamico em pH 8.0 e decaimento de estruturas
ordenadas. No entanto, a mutagdao gerou uma perda de contatos significativa com a
hélice a adjacente ao residuo, ocasionando em uma maior flexibilidade da proteina e

maior didmetro hidrodindmico, quando comparada a Grb2 WT.

No ambito da interacdo, foi verificada a mesma ordem da constante de
associacao da proteina Grb2 WT, assim como coeficientes de Hill compativeis,
evidenciando a interagdo da proteina wildtype no sitio de ligagdo proximo ao

triptofano 121.

O triptofano 121 apresenta um papel fundamental na dimerizagao da proteina
Grb2, visto que seus angulos diedrais sao desfavoraveis na conformagao
monomeérica. No entanto, estudos com o dominio SH2 isolado mostram que, apesar
de diversas mutacdes diferentes, a dimerizagcado ainda é prevalecida. Neste sentido,

a mutacgao por alanina, apresentada neste trabalho, tem o intuito de caracterizar a
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importancia da cadeia lateral do residuo em questdo no processo de dimerizagao da

proteina.

Dados de Cromatografia por Exclusdo Molecular demonstram uma maior
prevaléncia do monémero no processo de purificagdo, o que foi verificado através da
técnica de Espalhamento Dinamico da Luz, caracterizando um didmetro
hidrodindmico proximo a 6.1 nm para este estado oligomérico. Visto que
percentualmente esta diminuicdo representa 5,6% do didmetro hidrodindmico do
dimero, especulou-se a possibilidade de uma alta flexibilidade do mondmero,
podendo acessar estados abertos com didametro préximo ao do dimero. Tal hipétese
foi corroborada com estudos de dindmica molecular, os quais mostraram uma

variacao no diametro do monémero de 1.92 nm.

A proximidade das porcentagem de estrutura secundaria em ambos os pHSs,
analisada por Transformada de Fourier no Infravermelho, juntamente com uma
variagdo na ordem de 0,1 nm do didmetro, demonstram uma grande estabilidade

estrutural do mondmero nesta configuragao.

Com base nos resultados apresentados, € evidente que a conformacgao
estrutural dimérica das proteinas Grb2 WT e W60A ¢é sensivel as alteragdes de pH e
que tal conformacéo pode influenciar de forma significativa na interagdo com outras
moléculas e proteinas parceiras nas vias de sinalizagdo. Além disso, foi possivel
avaliar a importancia dos triptofanos 60 e 121 localizados no dominio SH2. O
triptofano 121, anteriormente citado na literatura pelo seu papel crucial na
dimerizagdo da proteina Grb2, ainda nao havia sido correlacionado com uma
estrutura monomeérica, visto que todas as mutagdes existentes sdo do dominio SH2
isolado e nenhuma delas provocou a monomerizagdo do dominio. Este estudo
auxilia no maior entendimento da proteina Grb2 como um todo, além de aprofundar
0s conhecimentos da sua interagdo com o ligante Cumarina, sendo os dois muito
importantes para o0 desenvolvimento de pesquisas e novas terapias

anticancerigenas.
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