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“We've all got both dark and light inside us.
What matters is the part we choose to act on.
That's who we really are.”

Harry Potter and the Order of the Phoenix [1]



RESUMO

FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) é uma proteina receptora que
apresenta um papel crucial na regulacdo do metabolismo celular, expressdo génica,
crescimento, divisdo e diferenciacdo celular. Vias de sinalizacdo se iniciam com a
ligacdo de fatores de crescimento aos seus receptores localizados na porgao
extracelular proteina FGFR2, induzindo sua fosforilacdo seguida de recrutamento de
proteinas parceiras do citosol. Uma destas parceiras é a proteina adaptadora Grb2
(Growth Factor Receptor Bound Protein 2). O mecanismo de interacdo entre estas
duas proteinas € fundamental para o funcionamento da via de sinalizacdo MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase). Elucidar tal mecanismo é crucial para o estudo da

sinalizacao celular e seus comportamentos aberrantes.

Experimentos TROSY-based de taxas de relaxacéo transversa foram realizados em
colaboracdo com o Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear (CNRMN).
Os espectros 1D 'H do dominio quinase demonstram uma boa estruturacdo e
dindmica de acordo com a proteina. Tempos de relaxacdo aparente entre 16,2 e 23,5
ns foram encontrados, sendo compativeis com proteinas que apresentam massa
molecular entre 38,508 = 7,709kDa, coerentes com a massa molecular de 40kDa do
dominio quinase. Os espectros 2D °N da interacdo entre FGFR2 e Grb2 mostram
uma perda de sinal relacionado os dominios SH3-Grb2 quando comparados aos
espectros da proteina Grb2 pura. Esta perda de sinal demonstra que ambos 0s
dominios C- e N-terminal SH3-Grb2 estdo participando da interacdo com FGFR2,

enquanto o dominio SH2-Grb2 permanece dinamico.

Experimentos de DSC e DLS foram realizados com Grb2 em diferentes pHs para a
determinacdo de possiveis alteracdes na sua estrutura devido a mudanca entre pHs
acidos e bases. Constatou-se boa conformacdo, congruente com resultados
observados na literatura, para pHs basicos. No entanto, em pHs acidos foi observado
um aumento na turbidez da solugdo impossibilitando a realizacdo das analises. Tal
comportamento gera duas hipéteses: a agregacao da proteina devido a mudanca
significativa na carga total da proteina e a formacdo de transicdes de fase liquido-

liquido.

Palavras-chave: FGFR2, Grb2, Interacdo, Dinamica, RMN, DSC, DLS.



ABSTRACT

FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) is a receptor protein playing a crucial
role in regulating cellular metabolism, genetic expression, growth, division and cellular
differentiation. Signaling upstream starts when growth factors bind to receptors
localized on the extracellular portion of FGFR2 which induce its phosphorylation
followed by recruitment of protein partners from cytosol. One of these partners is the
adaptor protein Grb2 (Growth Factor Receptor Bound Protein 2) which interaction
mechanism between those proteins is fundamental for the health operation of MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase). Elucidating such mechanism is crucial for the

study of that signaling pathway and its aberrant behavior.

TROSY-based studies of transverse relaxation rates were performed in collaboration
with Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear (CNRMN). 1D H spectrums
of kinase domain demonstrate a good structure and dynamic of the protein. Apparent
relaxation times between 16,2 and 23,5 ns were found, being compatible with proteins
which present molecular weight of 38,508 + 7,709kDa, coherent with the 40kDa
molecular weight of kinase domain. 2D spectrums of FGFR2-Grb2 interaction showed
a loss of signal related to SH3 domains in the compared spectrums of °N isotopic
labeled Grb2 and the mixture of labeled Grb2 and cytosolic FGFR2. This signal loss
demonstrates that both N- and C-terminal Grb2-SH3 domains take place on the
interaction with FGFR2 while Grb2-SH2 domain remains dynamic. This result adds a
new figure to the FGFR2-Grb2 interaction tale which early was thought to be a role

exclusively done by C-terminus Grb2-SH3 domain.

DSC and DLS experiments were carried on with Grb2 in different pH buffers to
determine possible alterations on its structure due to acid and basic pH changes. On
basic pH, Grb2 presents good conformation being consistent with results observed on
the literature. However, on acid pH, an increase in the turbidity of the solution was
observed, making impossible the analysis. Such behavior leads us to two hypotheses:
aggregation of the protein due to significant change on the net charge and the

formation of liquid-liquid phase transition.

Key-words: FGFR2, Grb2, Interaction, Dynamic, NMR, DSC, DLS.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Numero estimado de casos incidentes de céancer
mundialmente em 2012 para ambos 0s sexos. Pumao (1.8 milhdes),
mama (1.6 milhdes), colorretal (1.3 milhdes), prostata (1 milh&do),
estbmago (0.9 milhdes), figado (0.7 milhdes), utero (0.5 milhdes),
esotfago (0.45 milhdes), bexiga (0.42 milhdes) e linfoma (0.38 milhdes).
Figura 2 — Trés tipos de sinais encontrados em animais. (A) Endécrino —
o sinal é transportado pela corrente sanguinea até uma célula alvo; (B)
Paréacrino — o sinal age em uma célula vizinha; (C) —o sinal age na prépria
célula que o produz.

Figura 3 — Estrutura basica (fora de escala) do complexo FGF-FGFR
compreende duas moléculas de receptores, dois FGFs e uma cadeia
HSPG. FGFs se ligam com baixa afinidade a superficie celular das
HSPGs (azul claro) e com alta afinidade aos FGFRs especificos. Os
FGFRs, que séao filogeneticamente préximos aos vascular endothelial
growth factor receptors (VEGFRs), consistem em trés dominios
extracelulares do tipo imunoglobulina, uma Unica hélice transmembrana
e um dominio tirosina quinase dividido em duas partes. O segundo (D2)
e terceiro (D3) dominio do tipo Ig formam o sitio de ligacdo com ligantes
e tem dominios distintos para a ligacdo de FGFs e HSPGs [8].

Figura 4 — Isoformas da FGFR2 geradas por splicing alternativo de FGFR
transcrita. As duas formas séo geradas atraves de splicing alternativo dos
exons 8 e 9. A metade C-terminal do dominio D3 é codificada pelo exon
8, gerando a isoforma FGFR2b, enquanto a metade C-terminal do
dominio D3 codificada pelo exon 9 gera a isoforma FGFR2c [8], [11], [14].
Figura 5 — Representacdo das estruturas cristalograficas do dominio
quinase (a) e D2 (b) de FGFR2.

Figura 6 — Esquema representativo da via de sinalizacdo da RAS-MAPK.
Inicialmente, FGFR2 é ativada pela ligacdo de um fator de crescimento,
ativando a proteina RAS através da molécula adaptadora Grb2 que
recruta um fator de troca do nucleotideo guanina (Sos), o qual realiza a
catdlise, induzindo RAS a trocar seu GDP por um GTP. O processo se
segue pela estimulacdo sequencial de proteinas quinases, como a Raf,
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MEK e ERK. As ERK migram para o nucleo celular fosforilando um
conjunto de moléculas responsaveis pela transcricdo, dando inicio ao
processo de proliferacéo celular.

Figura 7 — Estrutura da proteina Grb2 em sua forma dimérica (SH2 em
amarelo, C-SH3 em azul e N-SH3 em vermelho).

Figura 8 — Esquema representativo da formacdo do complexo
heterotetramero do dimero Grb2 (dominios SH3 em amarelo; dominio
SH2 em vermelho) e FGFR2 (preto e verde). O complexo inicial com
excesso de Grb2 2:1 Grb2:FGFR2. Com adi¢do de FGFR2, o complexo
2:2 é formado.

Figura 9 — Representacdo do mecanismo de controle da ativacdo de
FGFR2 por Grb2. (A) Estado basal do completo FGFR2-Grb2. Grb2
(dominios SH3 em amarelo; dominio SH2 em vermelho) se liga atraves
de seu dominio C-SH3 na regido C-terminal de FGFR2, resultando no
heterotetramero 2:2. O dominio quinase (verde) possui mobilidade
suficiente para a fosforilacdo de alguns residuos de tirosina (incluindo
Y653 e Y654). Receptor ativo, sinalizacdo inativa. (B) Fatores de
crescimento extracelular (azul) e HSPG (azul claro) se ligam a FGFR2.
Mudancas conformacionais ocorrem resultando na fosforilacdo de Grb2
pelo dominio quinase de FGFR2. (C) Grb2 fosforilada se desliga do
receptor por repulsédo eletrostatica. O dominio quinase de FGFR2, na
auséncia de Grb2, se torna totalmente ativo acessando residuos de
tirosina previamente localizados na interface Grb2-FGFR2 por
transfosforilacdo. Receptor ativo, sinalizacdo ativa.

Figura 10 — Representacdo esquematica dos passos utilizados no
processo de expressao e purificacdo das proteinas Grb2 e FGFR2¢ em
meio minimo enriquecido com °N.

Figura 11 — Representacdo esquematica do processo de expressado das
proteinas FGFR2c e Grb2 em meio LB.

Figura 12 — Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brillant Blue
referente a expresséo da proteina FGFR2 quinase em E.coli BL21 (DE3)
em duas diferentes temperaturas: a) 20°C e B) 37°C. Os valores na lateral

do gel indicam referéncias de massa molar ( 97 kDa — Fosfolipase B;
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66kDa — Albumina; 45kDa — Ovoalbumina; 30kDa — Anidrade Carbénica;
20,1kDa - Inibidor de Tripsina e 14,4kDa - Lactoalbumina-a), MM :
marcador de massa molar; A.l: antes da inducdo (onde ndo se nota a
presenca da proteina) e DI: depois da inducdo (presenca da proteina no
gel).

Figura 13 — Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue
referente a expressao da proteina FGFR2q com adicdo em 0,5 M de
Sorbitol em duas temperaturas distintas: A) 20 °C e B) 37 °C. MM —
Marcador de massa molar; A.l — Antes da inducdo; D.| — Depois da
Indugéo; Pel — Pellet; Sob — Sobrenadante. Em vermelho, destaca-se a
proteina FGFR2 quinase.

Figura 14 — Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue
referente a expressdo da proteina FGFR2q em duas temperaturas
diferentes: A) 20 °C e B) 37 °C; com adicao de diferentes concentracdes
de Triton X-100 na etapa de lise celular (1 — 0,2% Triton X-100; 2 — 1,0%
Triton X-100; 3 — 2,0% Triton X-100). MM — Marcador de massa molar;
A.l — Antes da inducdo; D.I — Depois da inducdo; Pel — Pellet; Sob —
Sobrenadante. Em vermelho, destaca-se a proteina FGFR2 quinase.
Figura 15 — Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue
referente a expressdo da proteina FGFR2q em duas temperaturas
distintas: A) 20°C e B) 37°C; com adi¢do de 10% de Glicerol na etapa de
lise celular. MM — Marcador de massa molar; A.l — Antes da inducéo; D.I
— Depois da inducédo; Pel — Pellet; Sob — Sobrenadante. Em vermelho,
destaca-se a proteina FGFR2 quinase.

Figura 16 — Gel SDS-PAGE 15% corado com Comassie Brilliant Blue
referente a expressdo da proteina FGFR2q em duas temperaturas
distintas: A) 20 °C e B) 37 °C; com adi¢cao de 0,5mg/mL de Lisozima na
etapa de lise celular. MM — Marcador de massa molar; A.l — antes da
inducéo; D.l — Depois da inducdo; Pel — Pellet; Sob — Sobrenadante. Em
vermelho, destaca-se a proteina FGFR2 quinase.

Figura 17 — Gel SDS-PAGE 20% referente a purificacao por afinidade de
FGFR2 quinase. MM — Marcador de massa molar; Flow — proteinas que

ndo apresentam afinidade por cobalto; 10-100mM — concentracbes de
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Imidazol utilizadas para a eluicdo da proteina. Em vermelho, destaca-se
a porcao proteica utilizada para a etapa seguinte de gel filtracéo.

Figura 18 — Espectro da purificacdo de FGFR2q por exclusdo molecular
através do sistema AKTA-purifier. As amostras sao coletadas devido ao
aumento na luz UV. Tais amostras foram aplicadas em gel SDS-PAGE
para constatacdo de sua pureza e concentradas para futuros
experimentos.

Figura 19 — Espectros 1D 'H dos experimentos de TROSY-based de R:
(@) e Rz (b) do dominio quinase de FGFR2. Em vermelho temos o
espectro das intensidades (I) e, em azul, o espectro das intensidades de
referéncia (lo). As linhas verticais especificam os pontos que foram
utilizados para os célculos do tempo de relaxacdo aparente através das
férmulas (6) e (7).

Figura 20 — Espectro TROSY-HSQC 2D H->N do dominio quinase de
FGFR2 a 298 K, o qual apresenta uma estrutura parcialmente enovelada.
Figura 21 — Gel SDS-PAGE 15% referente a purificacdo por afinidade de
FGFR2 citoplasmatica. MM —Marcador de massa molar; Flow — proteinas
gue nao apresentam afinidade por cobalto; 10-100 mM — concentragbes
de Imidazol utilizadas para a eluicdo da proteina. Em vermelho, destaca-
se a porcao proteica utilizada para a etapa seguinte de gel filtracao.
Figura 22 — Espectro da purificacdo de FGFR2c por exclusdo molecular
através do sistema AKTA-purifier. As amostras séo coletadas de acordo
com o aumento da absorcdo da luz UV. Tais amostras foram aplicadas
em gel SDS-PAGE para constatacdo de sua pureza e concentradas para
futuros experimentos.

Figura 23 — Gel de poliacrilamida SDS-PAGE 15% da solug&o utilizada
nos experimentos TROSY-based da interagdo de FGFR2c e Grb2. A
proteina Grb2 pura foi utilizada como marcador de massa molar para
comparacdo das alturas no gel.

Figura 24 — Sobreposicéo dos espectros de TROSY-HSQC das proteinas
Grb2 pura (em rosa) e interagindo com FGFR2 (em marrom).

Figura 25 — Sobreposicao dos espectros do dominio SH2 (em azul) e da

interacao entre FGFR2 + Grb2 (em marrom).
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Figura 26 — ldentificacdo dos aminoacidos (em vermelho) presentes no
espectro da interacdo entre FGFR2-Grb2 na estrutura dimérica da
proteina Grb2. (D45, K64, 165, K69, A70, E71, E72, L74, K76, Q77,G81,
A82, L84, 185, S88, R89, S90, A91, G93, D94, S96, L97, S98, V99, K100,
F101, G102, D104, V105, Q106, H107, F108, V110, L111, R112, D113,
Al115, G116, F119, V122, V123, K124, F125, N126, S127, L128, N129,
E130, L131, Y134, R136, T138, S141, N143, Q144, Q145, 1146, F147,
D150). Estrutura gerada com o auxilio do programa UCSF — Chimera a
partir do PDB 1gri.

Figura 27 — Estrutura proposta apds o domain-swap apresentado pela
proteina Grb2 evidenciando uma conformagédo aberta do dominio SH2.
Figura 28 — Gel SDS-PAGE 15% da purificacdo de Grb2 por afinidade ao
Cobalto. MM — Marcador de massa molar; Flow — proteinas que nao
apresentam afinidade por cobalto; 10-500mM - concentracdes de
Imidazol utilizadas para a eluicdo da proteina.

Figura 29 — Cromatograma referente a troca de tampéo para NaPi pH 7,0
da proteina Grb2. As amostras foram coletadas com base no aumento da
absorgao UV.

Figura 30 — Cromatograma referente a troca de tampao para NaK pH 8,0
da proteina Grb2. As amostras coletadas levam em consideracdo o
aumento da absorcéo de luz UV.

Figura 31 — Espectro referente a troca de tampéo para Acetato pH 4,0 da
proteina Grb2. Nota-se uma diferenca na forma do espectro, tendo este
sido deslocado quando comparado aos espectros de pHs basicos.
Figura 32 — Espectro referente a troca de tampéo para Acetato pH 5,0 da
proteina Grb2. Assim como em pH 4,0, nota-se uma alteracéo no perfil
do espectro, sendo este mais evidente do que o anterior. Devido ao
deslocamento do pico, as amostras coletadas apresentavam tamp&o
diferente do esperado, além de apresentar grande perda na
concentracdo de proteina quando comparado aos pHs basicos.

Figura 33 — Amostras de Grb2 pura em pH 7,0 e 5,0 (a) evidenciando o
aumento da turbidez em pH &cido ap6s o processo de didlise. Em (b)
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observa-se a formacéo do pellet azulado apés centrifugacédo de 1 minuto
a 10.000RPM.

Figura 34 — Termograma de desnaturacao da proteina Grb2 pH 7,0 obtido
por calorimetria diferencial de varredura. As curvas de DSC para a
proteina Grb2 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, com 0S respectivos picos
correlacionados com os trés dominios de Grb2.

Figura 35— Termograma de desnhaturacdo da proteina Grb2 pH 8,0 obtido
por calorimetria diferencial de varredura. As curvas de DSC para a
proteina Grb2 foram obtidas entre 20 e 80 °C com taxa de aquecimento
de 1 °C/min. Em ciano tem-se a curva experimental obtida, em azul
escuro seu respectivo fit. Em preto tem-se a primeira deconvolucao,
seguida da segunda em verde e da terceira em vermelho, com o0s
respectivos picos correlacionados com os trés dominios de Grb2.

Figura 36 — Gréficos de espalhamento dinamico da luz da proteina Grb2
em diferentes pHs bésicos: 7,0 (a) e 8,0 (b). Nota-se em ambos o0s
graficos a presenta de dois picos, sendo o primeiro muito mais presente

com porcentagem em massa perto de 100%.
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1. Introducéo

O desenvolvimento do cancer envolve sucessivas alteracdes genéticas e
epigenéticas que permitem o0 escape do controle homeostatico das células,
suprimindo inapropriadamente a proliferacédo e inibicdo da sobrevivéncia de células
aberrantemente proliferadas fora de seus nichos normais. A maioria dos canceres
surgem em células epiteliais, manifestados por carcinomas em érgaos como pulméao,
mama, pele, figado e pancreas. Sarcomas, por outro lado, surgem de tecidos
mesenquimais, ocorrendo em fibroblastos, midcitos, adipdcitos e osteoblastos.
Tumores ndo epiteliais podem também se desenvolver em células do sistema nervoso
(gliomas, neuroblastomas e medulo-blastomas) e tecidos hematopoiéticos (leucemia
e linfoma) [2].

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO), em 2012, haviam 14,1
milhdes de novos casos de cancer, 8,2 milhdes de mortes registradas e 32,6 milhdes
de pessoas vivendo com cancer com diagnostico de 5 anos. Dentre as maiores
ocorréncias (Figura 1), podem ser citados os canceres de pulméo (1,8 milhdes), mama
(1,6 milhdes), colorretal (1,3 milhdes), prostata (1 milhdo) e estdbmago (0,95 milhdes)
[3].

Figura 1 — Nomero estimado de casos incidentes de cancer mundialmente em 2012 para ambos 0s
sexos. Pulmdo (1.8 milhdes), mama (1.6 milhdes), colorretal (1.3 milhdes), prostata (1 milh&o),

estdbmago (0.9 milhdes), figado (0.7 milhdes), utero (0.5 milhdes), esbfago (0.45 milhdes), bexiga (0.42
milhdes) e linfoma (0.38 milhdes).
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Fonte: [3].

19



Células tumorais desenvolvem caracteristicas muito bem definidas como aumento
da proliferacédo celular, incluindo a resisténcia a apoptose e outras formas de morte
celular, mudancas metabdlicas, instabilidade genética, inducdo de angiogénese e
aumento da capacidade migratoria. Tal sequéncia linear €, claramente, uma
simplificacdo dos eventos complexos associados ao cancer; no entanto, auxilia no
entendimento do papel crucial da sinalizacdo desregulada em processos associados

a iniciacdo e progressao do cancer [2].

1.1. Sinalizagao Celular

A capacidade das células em receber e responder a sinais para além da membrana
plasmética é fundamental para a manutencdo da vida. Células bacterianas recebem
sinais constantes de proteinas de membrana que atuam como receptores de
informacgéo, monitorando 0 meio externo em relacdo ao oxigénio, disponibilidade de
alimento, pH, forca osmdtica, luz e presenca de substancias quimicas nocivas,
predadores ou competidores por alimento. Tais sinais geram respostas apropriadas,
como o movimento na diregcdo do alimento ou oposto a substancias nocivas. Em
animais, observam-se trés categorias de sinais: autdcrinos (agem na prépria célula
gue o produz), enddcrinos (transportados pela corrente sanguinea até uma célula
alvo), ou paracrimos (agem em uma célula vizinha) (Figura 2). Em qualquer um dos
casos, o sinal é detectado por um receptor especifico e convertido em uma resposta
celular [4], [5].

Figura 2 — Trés tipos de sinais encontrados em animais. (A) Endécrino — o sinal é transportado pela
corrente sanguinea até uma célula alvo; (B) Paracrino — o sinal age em uma célula vizinha; (C) — o sinal

age na prépria célula que o produz.

(A) Endocrino (B) Paracrino
O \/_J
o
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)
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A fosforilacdo reversivel da cadeia lateral de aminoacidos é um meio de regulacdo
da atividade de enzimas e sinalizacdo de proteinas vastamente utilizado pelas células.
Para essas reac0Oes, quantidades substanciais de energia séo exigidas nos processos
metabdlicos e grande parte da energia livre € obtida pela oxidacdo de nutrientes e
substratos disponiveis ao decorrer do catabolismo. Tal energia é conservada e
transferida por meio de rea¢bes acopladas a producdo de Adenosina difosfato (ADP)
e Fosfato inorganico (Pi) a partir de Adenosina trifosfato (ATP), sendo assim sistemas
de transmisséo de energia e vinculos entre as reacfes consumidoras e produtoras de
energia [4].

Proteinas quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilagdo de proteinas através
da transferéncia de um grupo fosforila de ATP e, em alguns casos, de Trifosfato de
guanosina (GTP), para serina, treonina (quinases especificas para Ser/Thr) ou
residuos de tirosina. A fosforilacdo destes residuos € responsavel por estimulos
extracelulares e intracelulares, que fornecem um mecanismo altamente eficiente para
o controle da atividade de proteinas [6].

A reagao entre ATP, que contém grupos B- e y-fosfatos, e uma hidroxila de alcool
ou fenol produz quantidades muito pequenas de éster fosfato em agua, pois este
solvente compete como nucledfilo. Entretanto, a atividade catalitica das proteinas
quinases pode favorecer cineticamente a reacdo. A hidrolise espontanea de
monoéster fosfato, de maneira semelhante, tem cinética lenta nas condi¢des
fisiol6gicas normais, tornando necesséria a acao de fosfatases para que a reacdo seja
acelerada [7]. Assim, a fosforilagdo de proteinas é reversivel e controlada por enzimas
em ambas as direcoes.

1.2. Fibroblast Growth Factor Receptors (FGFRs)

Fibroblast growth factors (FGF) e seus receptores (FGFRs) regulam uma vasta
gama de processos fisiologicos celulares, como desenvolvimento embrionario,
diferenciacao, proliferacdo, sobrevivéncia, migracdo e angiogénese [8]. Componentes
sinalizadores de FGFRs, estdo frequentemente alterados em canceres humanos.

FGFs séo glicoproteinas secretadas e rapidamente sequestradas pela matriz
extracelular e superficie celular por proteoglicanas de heparan sulfato (HSPG), as
guais estabilizam a interacao entre o fator de crescimento e seu receptor através da
protecdo dos FGFs de degradacdo mediada por proteases. Embora os FGFs variem

de tamanho entre 17-34 kDa, todos os membros da familia compartiham de uma
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sequéncia conservada de 120 residuos de aminoacidos com similaridade sequencial
entre 16-65% [9].

Em mamiferos, a familia FGF compreende 18 ligantes, 0s quais exercem suas
acOes através de quatro receptores de tirosina quinase altamente conservados
(FGFR1, FGFR2, FGFR3 e FGFR4). Um quinto receptor relacionado (FGFR5) pode
ligar FGFs mas ndo possui dominio tirosina quinase, podendo regular negativamente
a sinalizacao [9].

Na Figura 3, pode-se identificar o dominio de ligacdo extracelular dos FGFR, que
€ composto por trés dominios do tipo imunoglobulina (lg-like), designados D1-D3; um
trecho de sete a oito residuos &cidos na conexéo entre D1 e D2, chamado de acid box
e uma regiao positivamente carregada em D2 que tem como finalidade a ligagdo com
heparinas [10]. Um dominio transmembrana, um dominio de tirosina quinase (TK)
dividido em duas partes (TK1 e TK2) e uma cauda carboxil-terminal contendo 58

aminoacidos concluem a estrutura dos FGFR [11].

Figura 3 — Estrutura bésica (fora de escala) do complexo FGF-FGFR compreende duas moléculas de
receptores, dois FGFs e uma cadeia HSPG. FGFs se ligam com baixa afinidade a superficie celular
das HSPGs (azul claro) e com alta afinidade aos FGFRs especificos. Os FGFRs, que s&o
filogeneticamente proximos aos vascular endothelial growth factor receptors (VEGFRs), consistem em
trés dominios extracelulares do tipo imunoglobulina, uma Unica hélice transmembrana e um dominio
tirosina quinase dividido em duas partes. O segundo (D2) e terceiro (D3) dominio do tipo Ig formam o

sitio de ligacdo com ligantes e tem dominios distintos para a ligagdo de FGFs e HSPGs [9].

FGFR

‘Acid box'

D2

AHSPG

Dominio
Tirosina-Kinase

Fonte prépria.
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Uma importante marca registrada da familia FGFR é a sua variedade de isoformas,
geradas por splicing alternativo das FGFR transcritas [9], [12]. As diferentes isoformas
incluem FGFRs com dominio extracelular composto por dois ou trés dominios do tipo
Ig, formas sollUveis secretadas, assim como splicing alternativo no terceiro dominio do
tipo Ig (D3) que mudam profundamente a especificidade da ligagédo entre FGFRs e
ligantes [13], [14]. O splicing alternativo em D3 ocorre em FGFR1, FGFR2 e FGFR3
mas ndao em FGFR4 [9], [12], [15]. Foi mostrado que o exon 7 do gene FGFR2 (Figura
4) codifica a metade N-terminal do D3 (designada ‘a’), enquanto os exons 8 e 9
codificam a metade C-terminal (respectivamente designadas ‘b’ e ‘c’). As duas formas
apresentam caracteristicas distintas quando a ligagcdo com FGFs, como pode ser visto
na tabela 1. Por exemplo, enquanto FGFR2b liga FGF7 e FGF10, mas ndo FGF2, a
isoforma FGFR2c liga FGF2 e FGF18, mas ndo FGF7 e FGF10.

Figura 4 — Isoformas da FGFR2 geradas por splicing alternativo de FGFR transcrita. As duas formas
sdo geradas através de splicing alternativo dos exons 8 e 9. A metade C-terminal do dominio D3 é
codificada pelo exon 8, gerando a isoforma FGFR2b, enquanto a metade C-terminal do dominio D3
codificada pelo exon 9 gera a isoforma FGFR2c [9], [12], [15].

FGFR2b

Dominio Kinase

FGFR2c

Dominio Kinase

Fonte prépria.
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Tabela 1 — Especificidade de FGFs para as diferentes isoformas de FGFRs.

Isoformas FGFR Especificidade FGFs
FGFR1b FGF1, -2,-3e-10
FGFR1c FGF1, -2,-4,-5e -6
FGFR2b FGF1, -3,-7,-10 e -22
FGFR2c FGF1, -2, -4, -6, -9, -17 e -18
FGFR3b FGFle-9
FGFR3c FGF1, -2, -4, -8, -9, -17, -18 e -23
FGFR4 FGF1, -2, -4, -6, -8, -9, -16, -17, -18 e -19
Fonte: [12].

A sinalizagéo aberrante de FGFRs contribui para o desenvolvimento e progresséao
de carcinomas em trés situagbes principais: (i) “muta¢des dirigidas”, nas quais a
aquisicdo de alteragbes moleculares direcionadas estimulam diretamente a
proliferacdo e sobrevivéncia de células cancerigenas; (ii) neoangiogénese; e (iii)
resisténcia a agentes anticancerigenos [8], [15]. De forma geral, diversos modelos pré-
clinicos providenciaram evidéncias convincentes do potencial oncogénico da
sinalizacdo aberrante de FGFRs na carcinogénese através de terapias por agentes
especificos para FGFRs podendo ser utilizados para contra-atacar o crescimento
tumoral, a angiogénese e reverter, ou prevenir, a aquisicdo de resisténcia a drogas

anticancerigenas [15]-[20].

1.2.1. Fibroblast Growth Factor Receptor 2 (FGFR2)

O gene FGFR2 esta localizado no cromossomo 10926 e contém 20 exons em
humanos. Este codifica duas isoformas através de splicing alternativo, FGFR2b e
FGFR2c, as quais possuem fungdes distintas no reconhecimento especifico de fatores
de crescimento (FGFs). FGFR2 sédo proteinas receptoras (RTKs — Receptor Tyrosine
Kinase) e exercem um papel fundamental na regulagdo do metabolismo celular, na
expressao génica, no crescimento, divisdo e diferenciagdo celular, na qual muitas
cascatas de transducdo de sinais sdo encaminhadas da membrana celular para o
nucleo [22].

A proteina FGFR2 possui 821 aminoécidos (residuos de aminoacido) em sua
estrutura completa (massa molar 92 kDa) e 420 residuos de aminoacido em sua

porgéo citoplasméatica — FGFR2c — (47,6 kDa) — sendo 354 residuos de aminoacido
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do dominio quinase — FGFR2q — (40,2 kDa) e 58 residuos de aminoacido da sequéncia
complementar (6,4 kDa).

Devido ao seu elevado numero de aminoacidos e sua baixa solubilidade, por
ser uma proteina de membrana, a resolucdo de sua estrutura se torna um desafio
tanto por métodos cristalograficos quanto por ressonancia magnética nuclear. Na
literatura, pode-se encontrar partes de sua estrutura resolvidas, com foco no dominio
quinase [23], [24] e dominio D2 (Figura 5) [25], [26].

Figura 5 — Representacdo das estruturas cristalograficas do dominio quinase (a) e D2 (b) de FGFR2.

Fonte: [24], [25].

Mutagbes na regiao C-terminal de FGFR2 foram identificadas em diversas
sindromes como Crouzon, Melanoma, Pfeiffer, Apert e Beare-Stevenson. Além disso,
muitas displasias como cancer de mama, prostata, ovario, bexiga e pulmao estéao
relacionadas a atividade enzimatica aberrante de FGFR2. As tabelas 2 e 3 mostram,
respectivamente, um resumo das desordens genéticas relacionadas com sindromes

e canceres associados com FGFR2.
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Tabela 2 — VariagGes genéticas e alteracdes de FGFR2 em sindromes.

Sindrome Mutacao
A315T/S, A344G/P, C278F, F276V, G338R,
Crouzon K526E, N549D/K/H, Q289P, S267P, S347C,
S354C, Y105C, Y281C, Y340C/H
Jackson-Weiss R344G
Apert M186T, P252S/WI/F/L, P253L/R, S267P

Al72F, A314D, C278F, C342F/R/S, K641R,
N549D/K, S267P, T341P, W290C, Y340C/H

Beare-Stevenson Y375C, S372C
Fonte: Adaptado de [15], [38]

Pfeiffer

Tabela 3 - VariagBes genéticas e alteracBes de FGFR2 em céanceres.

Cancer Mutacéo
Mama R203C, N550K, S588C, K660M
Gastrico S267P, Q212K, G463E

D101Y, G227E, 2252W, P253R, F276V, K310R,
Utero S373C, Y376C, C383R, A390T, M393R, V396D,
L398M, 1548D/V, N550H/K, K660E/M/N, C383R

E116K, P253L, 1381V, C383R, K421l, D480N, H454Q,

G584V, 1591M, Q621K, R626T, D138N, N211l,
D247N, W290C, G302W, S320C, E471Q, M538lI,
G584W, D603E, K660ON/E, L773F, T787K

Pulmao

S24F, V77M, H213Y, E219K, G227E, V248D, R251Q,

Melanoma G271E, G305R, T371R, E476K, D531N, E575K,

E637K, M641l, 1643V, A649T, S689F, G702S, P709S

Préstata Mudanca de FGFR2b para FGFR2c
Bexiga M186T
R203H, R210Q, D334N, Q361R, L552I, P583L,
R665W, E778K

Colorretal

Fonte: Adaptado de [12], [15].
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As vias de sinalizacdo de FGFR2 se dividem em dois fluxos. O primeiro é
dependente do substrato FGFR2 2a (FGFR2a), enquanto o outro ndo. FGFR2 esta
envolvida em 4 vias principais, incluindo MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase),
PLCy (Phospholipase C-y), PI3K (Phosphoinositide 3-kinase) e JAK/STAT (Janus
kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription). Atua em multiplas vias de
sinalizacdo downstream representando um papel crucial na proliferacéo,

sobrevivéncia, diferenciacéo e resisténcia a drogas [15].

1.3. Via de Sinalizacdo MAPK

Um dos mecanismos envolvidos na sinalizacdo celular é a interacdo entre
proteinas responsaveis por transmitir estimulos extracelulares através de receptores
da membrana plasmatica até o nucleo celular. Proteinas que respondem a fosforilagao
de residuos de Tirosina possuem dominios que mediam tal interacdo através do
reconhecimento de sequéncias polipeptidicas especificas em proteinas adjacentes.

Na via de sinalizacdo MAPK, como representado na Figura 6, FGFs se ligam aos
HSPGs na superficie celular promovendo a dimerizacdo do receptor. O processo de
dimerizacdo de FGFR2 é essencial para a ativacdo da quinase, resultando em um
aumento da regulacéo de tal atividade e autofosforilacdo de residuos de tirosina (Tyr)
na regido C-terminal. A autofosforilagdo dos residuos de Tyr localizados em seu sitio
ativo é essencial para a manutencdo da sua forma ativa, porém sua sinalizacdo
continua inativa [57], [58]. A fosforilagéo de outros residuos no dominio citoplasmatico
€ essencial para a formacéo de sitios de ligacdo que recrutam proteinas adaptadoras
como Grb2 (Growth-factor-receptor bound protein 2), SHC (Src Homology and
Collagen Containing Protein) e Gab (Grb2-associated binding), possibilitando a

ativacdo da sinalizacdo do receptor, como sera visto ao longo do texto.
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Figura 6 — Esquema representativo da via de sinalizacdo da RAS-MAPK. Inicialmente, FGFR2 ¢é ativada
pela ligacdo de um fator de crescimento, ativando a proteina RAS através da molécula adaptadora
Grb2 que recruta um fator de troca do nucleotideo guanina (Sos), o qual realiza a catalise, induzindo
RAS a trocar seu GDP por um GTP. O processo se segue pela estimulacdo sequencial de proteinas
guinases, como a Raf, MEK e ERK. As ERK migram para o nucleo celular fosforilando um conjunto de
moléculas responsaveis pela transcri¢éo, dando inicio ao processo de proliferacao celular.
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Fonte prépria.

A via se segue com o recrutamento de Shp2 (Src-homology 2 domain containing
phosphatase 2) e Sos (“Son of Sevenless” — Pro-rich domain of GTP-GDP exchange
factor). Esta ultima, quando ligada a Grb2, atua na catalise de substituicdo do GDP
ligado em Ras (Rat Sarcoma) por GTP. Em seguida, o complexo formado por GAP
(GTPase-activating protein) e NF1 (neurofibromin) se ligam a Ras-GTP, catalisando
sua conversdo para Ras-GDP, finalizando a sinalizacdo com a ativacdo da via de
sinalizacdo MAPK [59], [60].

Sendo assim, é de fundamental importancia o estudo das proteinas FGFR2,
responsavel pela transducéo do sinal, e da proteina Grb2, a qual atua diretamente na
regulacdo da primeira proteina. A regulacdo da transducéo do sinal para o interior da
membrana € essencial para o controle de sinaliza¢cdes aberrantes, responsaveis por

uma série de carcinomas e sindromes anteriormente citadas.
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1.4. Interacdo FGFR2 — Grb2

A proteina Grb2 (Growth-factor-receptor bound protein 2) € uma proteina adaptora,
envolvida na transducédo e sinalizacdo celular [61], [62]. Possui 217 residuos de
aminoacidos (25,2 kDa) compreendendo um dominio SH2 entre dois dominios SH3,
C- e N- terminal [61], [63], [64]. Foi cristalizada como um dimero, sendo observado em
solugdes com concentracdo de Grb2 maior que 10 mg/mL (Figura 7) [65].

Figura 7 — Estrutura da proteina Grb2 em sua forma dimérica (SH2 em amarelo, C-SH3 em azul e N-
SH3 em vermelho).

Fonte: adaptado de PDB 1GRI.

Estudos de ITC (Isothermal Titration Calorimetry), DLS (Differential Light
Scattering) e FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer) realizados
anteriormente determinaram propriedades acerca da interacdo entre Grb2 e a cauda
terminal de FGFR2[57], [66]. Dominios SH3 se ligam com sequéncias ricas em prolina
na forma de motifs PxxP. A regido C-terminal de FGFR2 apresenta varios destes
motifs, provendo sitios de interacao para o dominio C-SH3 de Grb2, o dominio N-SH3
ndo mostrou nenhum tipo de interagéo nos estudos citados acima. Ahmed et al. (2010)
determinou a constante de ligacéo, através de estudos de interacdo, entre sequéncias
peptidicas equivalentes a cauda terminal de FGFR2 e Grb2. Grb2 C-SH3 se liga a
sequéncia C-terminal de FGFR2 com constante de dissociacdo na ordem de 10-
100uM, enquanto o dominio SH2 nao se ligou a nenhum dos peptideos estudados.

Lin et al. (2012) apresenta em seu trabalho dois mecanismos regulatérios cruciais
na interacao entre tais proteinas. Primeiramente, Grb2 induz a dimerizacdo de FGFR2

anterior & estimulos extracelulares. A medida que FGFR2 (150 uM) é titulada em Grb2
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dimérica (15 pM), um complexo inicial é formado com estequiometria 2:1
Grb2:FGFR2. Com o0 aumento da concentracdo de FGFR2, o complexo 2:1 é saturado
por FGFR2 dando origem a uma estequiometria 2:2. Devido a condicdo dimérica de
Grb2 utilizada nos experimentos e sua ligacdo a FGFR2 ser detectada somente no
dominio C-SH3, os dados de ITC podem ser elucidados assumindo-se que guanto
maior a quantidade de FGFR2 titulada no completo 2:1 Grb2:FGFR2, os dominios
Grb2 C-SH3 recrutam uma molécula adicional de FGFR2, formando um

heterotetramero (Figura 8).

Figura 8 — Esquema representativo da formacdo do complexo heterotetrémero do dimero Grb2
(dominios SH3 em amarelo; dominio SH2 em vermelho) e FGFR2 (preto e verde). O complexo inicial
com excesso de Grb2 2:1 Grb2:FGFR2. Com adicao de FGFR2, o complexo 2:2 é formado.
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Fonte prépria.

O heterotetramero (Figura 9), em seu estado basal, apresenta baixos niveis de
atividade da quinase mas sem nenhum efeito sob a via de sinalizacdo. A ligacédo de
Grb2 com aregido C-terminal de FGFR2 inibe o0 acesso a residuos de tirosina que, na
fosforilacdo, formam sitios de ligacdo para o recrutamento de proteinas parceiras.
Quando ocorre a estimulacdo do receptor por fatores de crescimento externos a
membrana, a atividade da quinase € regulada positivamente pela fosforilacdo do
residuo Y209 da Grb2. Neste estado fosforilado, Grb2 se dissocia do complexo devido
a repulsao eletrostatica entre as proteinas. O receptor entdo, € capaz de realizar
mudancas conformacionais necessarias para adquirir um estado fosforilado e uma

sinalizacao ativa [66].
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Figura 9 — Representacdo do mecanismo de controle da ativacdo de FGFR2 por Grb2. (A) Estado basal
do completo FGFR2-Grb2. Grb2 (dominios SH3 em amarelo; dominio SH2 em vermelho) se liga através
de seu dominio C-SH3 na regido C-terminal de FGFR2, resultando no heterotetramero 2:2. O dominio
quinase (verde) possui mobilidade suficiente para a fosforilagdo de alguns residuos de tirosina
(incluindo Y653 e Y654). Receptor ativo, sinalizagéo inativa. (B) Fatores de crescimento extracelular
(azul) e HSPG (azul claro) se ligam a FGFR2. Mudancas conformacionais ocorrem resultando na
fosforilagdo de Grb2 pelo dominio quinase de FGFR2. (C) Grb2 fosforilada se desliga do receptor por
repulséo eletrostatica. O dominio quinase de FGFR2, na auséncia de Grb2, se torna totalmente ativo
acessando residuos de ftirosina previamente localizados na interface Grb2-FGFR2 por
transfosforilagdo. Receptor ativo, sinalizagéo ativa.

Fonte prépria.
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5. Conclusbes e Perspectivas futuras

A proteina FGFR2, sendo uma proteina de membrana, € fundamental para a
transdugédo do sinal extra/intracelular de diversas vias de sinalizacdo como MAPK,
PI3K, JAK/STAT, entre outras. Sua desregulacdo esta relacionada com muitas
sindromes, como Crouzon, Pfeifer, Craniossinostose, e em muitos canceres, como
mama, prostata e bexiga. Elucidar sua estruturacdo e dindmica € de fundamental
importancia para o completo entendimento de seu mecanismo regulatorio dentro do
organismo humano.

ApOs testes de solubilidade, foi possivel tornar grande parte do dominio quinase
da proteina FGFR2 sollvel através da adicdo de 0,5 M de Sorbitol na etapa de
expressao. A purificacdo de ambas porgbes (quinase e citoplasmatica) foi bem-
sucedida, fornecendo uma concentragéo plausivel (103 uM) para a realizacdo dos
experimentos de ressonancia magnética nuclear.

Dados de R1 e Rz demonstram uma boa estruturacdo do dominio quinase da
proteina FGFR2. Os tempos de relaxacdo aparentes encontrados entre 16,2 e 23,5ns
sdo compativeis com proteinas com massa molecular de 38,508 + 7,709kDa, sendo
coerente com o dominio quinase que apresenta massa molecular de 40kDa. No
entanto, devido ao peso molecular da proteina, estudos mais criteriosos e em maior
concentracdo de FGFR2q devem ser realizados para um maior entendimento da sua
dindmica.

O mecanismo de interacdo entre FGFR2 e Grb2 é fundamental para o
funcionamento da via de sinalizagdo MAPK. Elucidar este mecanismo é de grande
importancia para o estudo de tais vias de sinalizacdo e seus comportamentos
aberrantes.

Um novo mecanismo de interacdo entre as proteinas FGFR2 e Grb2, evidenciado
pela perda de sinal nos espectros de TROSY-HSQC, é proposto neste trabalho. Sabe-
se da literatura que Grb2 se liga através do dominio C-SH3 a FGFR2, porém a ligacéo
ao dominio N-SH3 era inexistente. Os espectros de R2 TROSY-based da interacéo
inferem uma forte ligacdo entre os dominios SH3 e FGFR2 com uma maior dindmica
do dominio SH2. Comparacfes entre 0s espectros da interacdo e da proteina Grb2
pura evidenciam que o dominio N-SH3 também participa, em sua grande maioria,
desta interacdo. Este novo mecanismo pode ser explicado pela propriedade de

domain-swap da proteina Grb2, no qual mudancas conformacionais fazem com que
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esta adquira uma estrutura mais aberta, expondo o dominio SH2, levando a uma
aproximacao dos dominios C- e N-SH3.

No intuito de caracterizar mudancas conformacionais da proteina Grb2, um estudo
foi realizado em 4 diferentes pHs: dois acidos (4,0 e 5,0) e dois basicos (7,0 e 8,0).

Em pH é&cido, a proteina Grb2 apresentou uma desestabilizacdo evidenciada pela
mudanca de perfil de purificagdo por exclusdo molecular em sistema automatizado
AKTA. Na tentativa de amenizar tal desestabilizacdo, a proteina foi submetida a troca
de tampao por dialise por ser uma técnica mais sutil no momento da troca de pH. Apoés
didlise, Grb2 apresentou um aumento considerdvel na turbidez, impossibilitando
analises estruturais de DSC e DLS. Tal comportamento levanta duas hipéteses quanto
a mudanca de estabilidade em pHs acidos. A primeira se baseia na troca brusca da
carga total da proteina, sendo negativa em pHs basicos e positiva em pHs basicos.
Esta mudanca na carga da proteina pode alterar a interacdo entre os dominios de
Grb2 e a interacdo que pode ocorrer entre as proteinas isoladas na amostra, podendo
a forca de interacdo entre as proteinas, aumentando o fator de agregacédo. Na
segunda hipétese, tem-se a possibilidade da proteina Grb2 apresentar uma transicéo
de fase liquido-liquido caracteristico de algumas proteinas que apresentam dominios
intrinsicamente desordenados, como € o caso de Grb2. Tal transicdo faz com que a
proteina se torne altamente concentrada formando droplets.

Para Grb2 em pHs basicos, foi possivel realizar a caracterizagéo biofisico-quimica
através das técnicas de Calorimetria Diferencial de Varredura e Espalhamento
Dindmico da Luz. Através datécnica de DSC, foi observado um perfil semelhante entre
os dois pHs estudados. Cada termograma apresentou 3 diferentes picos, os quais
podem ser correlacionados com os diferentes dominios da proteina. Em pH 7,0
observa-se uma maior cooperatividade e uma necessidade de maior gasto energético
para que as temperaturas de melting dos seguintes picos sejam acessadas, apesar
destas serem menores quando comparadas as temperaturas de melting em pH 8,0.
Para o pH mais basico, as Tms foram de 39,7°C, 52,4°C e 60,2°C, enquanto para pH
7,0 tem-se 42,8°C, 46,7°C e 49,5°C.

Estudos de DLS para ambos os pHs basicos mostram uma pequena variacao no
tamanho da proteina em d.nm. Para pH 8,0, a proteina apresenta um tamanho de
6,967 d.nm caracteristico de proteinas com massa molecular em torno de 62,4kDa.
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Em pH 7,0 tal tamanho foi de 6,509 d.nm, com massa molecular aproximada de 53,2
kDa, coerente com a massa molecular de Grb2 em sua forma dimérica.

Visto que ambas as proteinas estdo envolvidas com uma enorme gama de
carcinomas, prop0e-se estudos de fluorescéncia e ressonancia magnética nuclear
para a determinagdo de propriedades da interacdo de FGFR2 com compostos
comprovadamente anticarcinogénicos, como flavonoides e cumarinas. Além disso,
estudos de ressonancia magnética nuclear serdo empregados para uma continuacao
da caracterizacdo do mecanismo de interacdo entre as proteinas FGFR2 e Grb2.
Desta forma, possibilitando uma maior elucidacdo acerca das propriedades
regulatdrias de tais proteinas nas vias de sinalizacdo envolvidas.

Estudos mais aprofundados de Grb2 em pHs &cidos serdo realizados para
comprovar qual hipétese melhor se enquadra na mudanca conformacional
apresentada por Grb2 em tais pHs. Propde-se também a realizacdo de estudos
microscopicos para determinar se a proteina Grb2 apresenta transicéo de fase liquido-

liguido em pHs acidos, visto que ambientes tumorais apresentam pHs mais 4cidos.
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