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vitória – e lembre: foguete não tem ré” (Teles, L. 2019) 



RESUMO 

 

As sinalizações celulares possuem um constante e preciso controle de sobrevivência 

e crescimento. Durante o processo de proliferação celular, essas sinalizações 

também estão sujeitas a falhas que podem gerar perda do crescimento celular 

dando início a um crescimento descontrolado ocasionando tumores. Uma das vias 

que sofrem essas alterações é a via Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK), que 

é mediada por proteínas como a adaptadora Growth factor receptor bound-protein 2 

(Grb2). A Grb2 é composta por um domínio SH2 flanqueado por dois domínios SH3, 

um N-Terminal e outro C-Terminal. Além da Grb2 atuar como adaptadora, também 

regula a via MAPK através de seu equilíbrio de estados monômeros/dímeros. Com a 

finalidade de entender a dinâmica estrutural do domínio SH3 C-Terminal, as 

ressonâncias do domínio foram observadas através dos deslocamentos químicos da 

cadeia principal. Os parâmetros de relaxação mostraram a presença de um sítio 

superficial em dinâmica conformacional lenta em escala de tempo de µs – ms. Sítios 

em trocas conformacionais frequentemente estão envolvidos em reconhecimento 

molecular. A análise da supressão de fluorescência mostrou que ocorre interação 

entre o domínio SH3c e a molécula cumarina, possuindo uma interação 

entropicamente dirigida em uma proporção 1:1 com constante de associação Kb ~ 

105 M-1. Trabalhos computacionais feitos em colaboração corroboraram com os 

resultados da fluorescência indicando três possíveis sítios de interação. 

 

Palavra-chave: interação, proteína-ligante, biofísica molecular 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

The cell signaling has a constant and precise control of survival and growth. During 

the process of cell proliferation, these signals are also subject to errors that can lead 

to loss of cell growth leading to uncontrolled growth and can lead to tumors. One of 

the pathways that undergo these changes is the Mitogen Activated Protein Kinases 

(MAPK) pathway, which is mediated by proteins such as the Adapter Growth factor 

receptor bound-protein 2 (Grb2). Grb2 is composed of a SH2 domain flanked by two 

SH3 domains, one N-Terminal and another C-Terminal. In addition to Grb2, it also 

regulates the MAPK pathway through its monomer/dimer state balance. In order to 

understand the structural dynamics of the SH3 C-Terminal domain, domain 

resonances were observed through the chemical shifts of the main chain. The 

relaxation parameters showed the presence of a superficial site in slow 

conformational dynamics in time scale of μs - ms. Sites in conformational exchanges 

are often involved in molecular recognition. Analysis of fluorescence quenting 

showed that interaction occurs between the SH3c domain and the coumarin 

molecule, having an 1: 1 entropically directed interaction with Kb ~ 105 M-1 

association constant. Collaborative computer works corroborated the results of 

fluorescence indicating three possible sites of interaction. 

 

Keyword: interaction, protein-ligand, molecular biophysics 
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ocorrendo a interação. Em azul está representado as folhas-β, em 

cinza representado as alças e em rosa representado a hélice 310 

do domínio SH3c, em verde se encontra a molécula de cumarina. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. SINALIZAÇÃO CELULAR 

 

A sinalização celular é um meio que as células têm para se comunicar. 

Proteínas receptoras são responsáveis por receber informações e propaga-las ao 

meio e podem se encontrar na membrana celular, solúveis no meio citoplasmático 

ou na membrana nuclear. Uma vez que ocorra a interação com moléculas 

sinalizadoras, denominadas ligantes, sua forma ou atividade podem ser alteradas, 

acionando uma resposta dentro da célula. As proteínas receptoras na membrana 

citoplasmática são encarregadas de receber o sinal do ligante que está no meio 

extracelular e enviá-lo para o meio intracelular, propagando para outras proteínas 

sinalizadoras e desencadeando uma via de sinalização [01]. 

As proteínas receptoras que estão na membrana celular podem ser divididas 

em relação ao seu mecanismo de transdução de sinal. Algumas proteínas 

receptoras estão associadas a canais iônicos, a proteína G ou a enzimas [02, 03]. 

As que estão associadas às enzimas geralmente são quinases, com uma 

conformação de α-hélice transmembrana, composta por um sítio de interação com o 

ligante na região extracelular e um sítio catalítico na região intracelular. Um exemplo 

é a proteína receptora de fatores de crescimento tirosina quinase (Fibroblast growth 

factor receptor 2 – FGFR2) ilustrada na Figura 01 [02, 04]. Na região C-Terminal da 

FGFR2, nos últimos dez resíduos encontra-se o motivo P-x-x-P (sendo P o resíduo 

de aminoácido prolina e x qualquer resíduo de aminoácido), sendo este motivo 

importante no reconhecimento de proteínas parceiras [05]. 
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Figura 01: Conceito de estrutura de uma proteína tirosina quinase. No meio 
extracelular se encontra o Receptor de fator de crescimento, a região 
transmembrana e no citosol se encontra a justamembrana, o domínio tirosina 
quinase e o motivo P-x-x-P. 

 

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

 

As proteínas quinases que catalisam a fosforilação de resíduos de 

aminoácidos de tirosinas são denominadas tirosinas-quinases [06, 07, 08]. Nos 

seres-humanos existem 58 tipos de receptores tirosina-quinases (RTKs) 

classificados em 20 subfamílias [09, 10]. As proteínas RTKs interagem com fatores 

de crescimento e outros ligantes no meio proporcionando respostas específicas. 

Fatores de crescimento de fibroblastos (FGF) induzem a sinalização celular 

por meio dos receptores de fatores de crescimento de fibroblastos (FGFR1-4) [12]. 

Uma vez que há interação dos FGFs, na porção extracelular das FGFRs ocorre 

autofosforilação da porção citosólica da proteína tirosina-quinase [05]. Esta 

autofosforilação faz com que sua atividade aumente e então tirosinas fosforiladas e 

sequências vizinhas criam sítios de ancoragem para outras proteínas, como as 

adaptadoras [08, 10]. As proteínas adaptadoras são responsáveis por construir 

associações em interações proteína-proteína devido ao reconhecimento de resíduos 

de aminoácidos específicos, recrutando diferentes enzimas para a propagação da 

sinalização celular [01]. Estas proteínas adaptadoras são formadas por domínios 



 

22 

que permitem interação do tipo proteína-proteína, sendo os domínios SH2 (Src 

homology 2) e SH3 (Src homology 3) [09]. 

 

1.2. A PROTEÍNA ADAPTADORA GRB2 E A VIA DE SINALIZAÇÃO 

MAPK 

 

As proteínas adaptadoras possuem domínios que realizam o 

reconhecimento de sequências específicas, permitindo que haja interação proteína-

proteína e contribuindo para a propagação da  sinalização celular [15]. 

A growth factor receptor bound-protein 2 (Grb2) é uma proteína adaptadora 

citosólica ubiquamente expressa em eucariontes, atuando em vias de sinalização de 

proteínas quinases [16]. A Grb2 em seu estado monomérico possui massa 

molecular de 25 kDa com 217 resíduos de aminoácidos onde cinco destes são 

triptofanos. Ela é composta por um domínio SH2 (Src homology 2)  flanqueado por 

dois domínios SH3 (Src homology 3) sendo um N-Terminal e outro C-Terminal 

(Figura 02) [17, 18]. 

 

Figura 02: Modelo estrutural 3D da proteína Grb2 em sua forma dimérica. O domínio 
SH2 se encontra em verde, o domínio SH3 N-Terminal em azul e o domínio SH3 C-
Terminal em vermelho. A figura foi obtida utilizando o programa Chimera, com o 
código 1GRI.pdb da proteína Grb2 em dímero. 

 

Fonte: Protein Data Bank (PDB). PDBid: 1GRI 
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Os domínios SH3 possuem em média 60 resíduos de aminoácidos e 

interagem com sequências de nove ou dez resíduos ricos em prolina (Pro ou P), 

possuindo um motivo P-x-x-P, sendo que x pode ser qualquer outro resíduo de 

aminoácido. A estrutura conformacional dos domínios SH3 possui um enovelamento 

composto por cinco folhas-β antiparalelas [02]. 

Os domínios SH2 possuem aproximadamente 100 resíduos de aminoácidos 

e são responsáveis pelo reconhecimento de tirosinas fosforiladas [20, 21]. Esta 

classe de domínio possui uma forma hemisférica organizado em cinco folhas-β 

antiparalelas se encontrando entre duas α-hélices paralelas [21]. 

Ahmed e colaboradores verificaram que a FGFR2 pode recrutar a 

adaptadora Grb2 mesmo na ausência de estímulos por fatores de crescimento. Uma 

vez que a FGFR2 é capaz de se autofosforilar na ausência desses, tem-se “um nível 

de fosforilação basal” (Figura 03) [22]. Este nível de fosforilação basal não ativa a 

via de sinalização, sendo um estado fosforilado e não sinalizador. Neste estado, a 

Grb2 em sua conformação dimérica é recrutada e interage via domínio SH3c na 

região C-Terminal da FGFR2, formando então com complexo tetramérico basal 

FGFR2-Grb2 (Figura 03a). Quando ocorre a interação de fatores de crescimento na 

porção extracelular da FGFR2 (Figura 03b), ela fosforila a Grb2, fazendo com que a 

Grb2 se desvincule, ficando livre para interagir com outras proteínas e ativar 

indiretamente a via de sinalização MAPK (Figura 03c) [14, 23]. Entendemos então 

que a Grb2 vai além de uma simples adaptadora, mas sim uma reguladora da 

atividade quinase de FGFR2. 
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Figura 03: Mecanismo de regulação da FGFR2 através da Grb2. (A) A proteína 
FGFR2 (marrom) com o domínio quinase na região citoplasmática (elipse marrom) e 
Grb2 dimérica ligada através do domínio SH3, onde um heterotetrâmero na 
proporção 2:2 é obtido. (B) Fator de crescimento (azul escuro) interage na porção 
extracelular da FGFR2, induzindo mudanças conformacionais  fazendo com que o 
domínio quinase da FGFR2 fosforile (verde-água) o domínio SH3 da Grb2. (C) Uma 
vez mais fosforilada, a Grb2 se desvincula da FGFR2. 

 

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

 

Em busca de uma melhor compreensão da função da Grb2 na ativação 

indireta da via da sinalização da mitogen activated protein kinases (MAPK), a Figura 

04 representa as sequências de acontecimentos até que dê início a MAPK. Para 

isto, a FGFR2 em sua forma dimérica na membrana leva a proximidade dos 

domínios quinases na região intracelular, permitindo que estes domínios se 

transfosforilem. Esta transfosforilação faz com que haja um aumento na atividade 

quinase intrínseca da FGFR2, ocasionando eventos secundários de fosforilação de 

tirosinas na região citosólica da FGFR2. As tirosinas fosforiladas e as regiões ao seu 

redor proporcionam sítios de interação para proteínas parceiras. A Grb2 através do 

seu domínio SH3c reconhece o motivo P-x-x-P na região C-Terminal da FGFR2, 

permitindo a interação Grb2-FGFR2 [05, 22]. Através do domínio SH2, a Grb2 

recruta a proteína Sos que é responsável pela troca de GDP por GTP. Após a 

associação da Grb2 com a Sos, a Sos é reposicionada para a membrana celular 

onde está localizada a proteína Ras-GDP [24]. A proteína Sos ativa a Ras-GDP 

tornando-a em Ras-GTP, que posteriormente recruta a proteína Raf. A Ras-GTP 

fornece um grupo fosfato para a Raf, tornando-a ativa e pronta para fosforilar e dar 

início a via de sinalização MAPK. Quando a via MAPK (Figura 04) está ativa e não 
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regulada, leva a proliferação celular descontrolada, ocasionando alguns tipos de 

cânceres como o de mama, próstata e má formação fetal [22, 25]. 

 

Figura 04: Esquema da ativação da via de sinalização MAPK. Após a FGFR2 
fosforilar a Grb2, a Grb2 se dissocia da FGFR2 e interage com a Sos, que é 
responsável pela troca de GDP por GTP na proteína Ras. A Ras-GTP então interage 
com a proteína Raf dando início a via de sinalização MAPK. 

 

Fonte: Sanches, K; 2019 – Adaptado. 

 

1.3. O DOMÍNIO SH3C 

 

Inicialmente, os domínios SH3 foram descritos como um fragmento 

polipeptídico conservado de uma proteína tirosina quinase da família Src e de uma 

sequência da proteína adaptadora Crk. Posteriormente, estes domínios foram 

identificados em muitas outras proteínas de sinalização. Atualmente sabe-se que o 

genoma humano codifica aproximadamente 300 destes domínios [26]. Os domínios 

SH3 estão envolvidos em importantes processos celulares, incluindo sinalização 

celular, rearranjos e movimentos celulares do citoesqueleto, crescimento e 

diferenciação celular [26]. A grande maioria destes domínios caracterizados até hoje 

interagem com sequências ricas em prolina contendo um motivo P-x-x-P, em que x 
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denota qualquer aminoácido. Mesmo assim, a investigação para compreender como 

ocorre o controle deste mecanismo é vasta [27, 28, 29]. 

A estrutura do domínio SH3c da proteína Grb2 compreende em um barril-β 

formado por cinco folhas-β sendo três paralelas e duas antiparalelas. As folhas-β 

são ligadas por uma alça RT, uma alça n-Src, uma alça distal e uma hélice 310 curta 

(Figura 05) [30]. O domínio SH3c é formado por 58 resíduos de aminoácidos onde 

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

 

Figura 05: Estrutura do domínio SH3c. A) Topologia da estrutura secundária do 
domínio SH3c da proteína Grb2. B) Modelo estrutural 3D do domínio SH3c. A figura 
(A) foi de autoria própria e a figura (B) foi obtida utilizando o programa Chimera, com 
o código 2VVK.pdb do domínio SH3c da proteína Grb2. 

 

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

2VVK. 

 

Estudos de interação de peptídeos relacionados ao domínio SH3 mostram 

que sua superfície é formada por dois sítios hidrofóbicos, revestidos principalmente 

por resíduos aromáticos que acomodam o ligante alvo dobrado em uma hélice de 

poliprolina do tipo II (PPII) e um sítio formado pelas alças RT e n-Src [31, 32]. 

Resíduos carregados positivamente, tais como arginina e lisina, localizados na alça 

RT desempenham um papel importante na interação  de ligantes ao domínio SH3. 

Esses além de fornecer energia de ligação adicional através de interações 

eletrostáticas, também orientam o ligante em relação ao sítio de ligação do domínio 

SH3 [33]. Nos últimos anos, diversas abordagens experimentais foram realizadas 

para caracterizar a especificidade do reconhecimento de diferentes membros da 

família do domínio SH3 [30]. Foi verificado que os domínios SH3 fazem o 
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reconhecimento com os motivos (R/K)xΦPxΦP ou ΦPxΦPx(R/K) onde Φ é um 

resíduo hidrofóbico e x é qualquer aminoácido, esses motivos foram denominados 

como motivos classe I e classe II (Figura 06). A estrutura tridimensional dos 

domínios SH3 complexados com ligante da classe I ou da classe II se liga em 

orientações opostas [34].  

 

Figura 06: Bases estruturais de uma ligação de um domínio SH3 a um peptídeo de 
classe I e II. A hélice do PPII é representada com os resíduos (circulo) ligados por 
ligações de amida (linhas). As unidades de ΦP do dipeptídeo  são representadas 
pelas linhas em negrito, os resíduos do domínio SH3 encontrados no sítio de 
interação são representados em retângulos. A) Domínio SH3 da proteína beta-PIX 
complexado com um peptídeo derivado da AIP-4 (PDBid: 2P4R.pdb). O peptídeo 
contém o motivo de classe I (R/K)xΦPxΦP. B) Domínio SH3 da proteína p40(phox) 
complexado com um peptídeo derivado da p47(phox) (PDBid: 1W70.pdb). O 
peptídeo contém o motivo de classe II ΦPxΦPx(R/K). 

 

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

 

Outro estudo importante foi realizado por Zamal e colaboradores (2015) 

relata sobre a atuação da Grb2 em seus estados dimérico e monomérico. Neste 

trabalho foi verificado que em células cancerígenas existe uma alta concentração de 
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Grb2 em sua forma monomérica, mostrando que o equilíbrio que o equilíbrio 

monômero-dímero é o ponto chave para a regulação da via MAPK. A Grb2 

monomérica esta ativa para a via, enquanto que dimérica tende a inativa-la. O 

domínio SH2 exerce um papel fundamental, pois a Grb2 dimérica pode ser 

perturbada quando pequenas moléculas interagem em seu sítio de reconhecimento 

de fosfotirosinas e a tirosina 160 localizada no domínio SH3 C-Terminal é fosforilada 

[35]. 

Sabendo a importância em entender os mecanismos de reconhecimento 

bem como o papel estrutural das proteínas no que diz respeito a interações com 

parceiras, neste trabalho buscou-se verificar o papel estrutural do domínio SH3c 

bem como sua interação com uma pequena molécula da classe das cumarinas. A 

cumarina será brevemente introduzida na seção seguinte. 

 

1.4. CUMARINA 

 

A busca por tratamentos ou fármacos que possuam efeitos adversos 

menores ou inexistentes no tratamento do câncer vem aumentando. As cumarinas 

são moléculas com importantes propriedades farmacológicas como bactericida, anti-

inflamatório, anticoagulante e atividade anticancerígena [38], onde consistem em 

uma grande classe de metabólicos secundários derivados do metabolismo da 

fenilalanina [55]. Foram isoladas pela primeira vez em 1820 por Vogel, membro da 

Royal Academy of Science em Munique. Vogel associou o cheiro doce das 

sementes de cumaru com o cheiro das flores de trevo (Melilotus officinalis), ele 

isolou nas duas espécies a cumarina em forma de cristais brancos idênticos [56]. 

As cumarinas são uma série de compostos que possuem em comum um 

anel benzeno ligadas a um anel α-pirona [38]. São amplamente distribuídas em 

frutos, sementes, raízes e folhas de plantas, principalmente em cenouras, morango, 

aipo, guaco, emburana, agrião, cereja, framboesa, damasco, canela e pimenta-da-

índia. Possui um odor forte e característico de baunilha [57]. 

 Elas são classificadas em seis tipos com base na estrutura química dos 

compostos: cumarinas simples, furanocumarinas, di-hidrofuranocumarinas, 

piranocumarinas, fenilcumarinas e bicumarinas (Tabela 01). As propriedades físico-

químicas e as aplicações terapêuticas das cumarinas dependem do padrão de sua 

estrutura química. 
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Tabela 01: Diferentes tipos de cumarinas com suas estruturas químicas gerais. 

Tipo de Cumarina Estrutura Química Geral Exemplos 

Cumarinas Simples 

 

Cumarina 

Esculetina 

Furanocumarinas 

 

Methoxsalen 

Di-hidrofuranocumarinas 

 

Anthogenol 

Piranocumarinas 

 

Agasyllin 

Fenilcumarinas 

 

Isodispar B 

Bicumarinas 

 

Dicoumarol 

Fonte: Medical Chemistry, Srikrishria e Godugu, 2016 – Adaptado. 

 

A cumarina (1,2-benzopirona) é um cristal branco em temperatura ambiente, 

ponto de fusão de 70ºC, massa molecular de 146,15 g/mol, ponto de ebulição de 

299ºC, densidade aparente de 0,7 g/ml sendo solúveis em etanol e clorofórmio e 

pouco solúvel em água. 

Estudos com as cumarinas vêm crescendo devido seu amplo potencial em 

atividades biológicas. Campos-Toimil et al (2002) avaliaram a atividade vaso 

relaxante das cumarinas em ratos, os resultados encontrados mostraram potencial 

ação vasodilatadora indicando serem promissores agentes anti-hipertensivos. 

Kabeya et al (2000) realizaram estudos com a cumarina (1,2-benzopirona) sobre o 

metabolismo oxidativo de neutrófilos de coelhos. Eles observaram que a cumarina 

apresentou efeitos inibitórios na produção de radicais superóxido. 
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A atividade antiviral das cumarinas é relatada em diversos estudos em 

diferentes mecanismos. Bourinbaiar (2002) demonstrou que a cumarina possui um 

alto potencial na inibição da replicação do vírus do HIV. 

Foi constatada sua atividade anticancerígena em células tumorais, onde 

ratos tiveram o câncer de próstata regredido quando tratados com a cumarina, 

outros estudos também foram realizados envolvendo câncer de mama, câncer de 

colo entre outros em que a cumarina possui efeitos inibitórios [39]. Com isso 

sabemos o potencial da molécula cumarina, tornando então seu estudo fundamental 

em áreas multidisciplinares. 
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6. CONCLUSÕES 

 

A caracterização de interações do tipo proteínas-ligantes é importante na 

compreensão de mecanismo de ação que propicia conhecimentos para o 

desenvolvimento de novos fármacos. Estes resultados possibilitam entender a nível 

molecular o microambiente que a molécula interage bem como esta interação pode 

afetar física e estruturalmente a proteína. Além da importância a respeito da 

interação proteína-ligante, é fundamental o entendimento da dinâmica 

conformacional que a proteína apresenta, uma vez que esta dinâmica está 

intrinsicamente relacionada a funções específicas que a proteína desempenha 

dentro da célula. 

Os parâmetros de relaxação do domínio SH3c mostraram que os resíduos 

que se encontram na alça RT e na hélice 310 possuem dinâmica térmica em escala 

de tempo de ps – ns, e os resíduos D153, K155, G158, V170 e M171 estão em troca 

conformacional lenta da ordem de µs – ns. Estes resíduos formam um sítio 

superficial e troca conformacional e em dinâmica. 

Experimentos de fluorescência mostraram que ocorre uma interação 

entropicamente dirigida entre o domínio SH3c e a cumarina, enquanto que efeitos 

hidrofóbicos favorecem a estabilização do complexo. Esta interação é moderada 

com Kb ~ 105 M-1 e ocorre com a proporção 1:1 enquanto que simulações 

computacionais indicaram três possíveis sítios de interação, sendo assim, estudos 

futuros serão necessários para estabelecer em qual sítio ocorre a interação. 

A partir do levantamento bibliográfico que caracteriza as vias envolvendo a 

Grb2 juntamente com seu domínio SH3c, a cascata de sinalização MAPK e o ligante 

cumarina assim como os resultados aqui apresentados pode-se verificar que a 

proteína Grb2 é um alvo promissor e a cumarina uma molécula potencial para o 

desenvolvimento de fármacos. A dinâmica do domínio SH3c em diferentes escalas 

de tempo [e importante para o entendimento a respeito da função-estrutura desses 

importantes alvos proteicos. 
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6.1. PERSPECTIVAS 

 Obter parâmetros de relaxação da interação do domínio SH3c e cumarina a

fim de elucidar seleção conformacional;

 Realizar espectroscopia de fluorescência da interação entre o domínio SH3c

e cumarina com o domínio SH3c fosforilado;

 Obter parâmetros de relaxação do domínio SH3c fosforilado;

 Obter parâmetros de relaxação da interação do domínio SH3c fosforilado e

cumarina a fim de elucidar seleção conformacional;
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