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RESUMO  

 

O câncer é uma das principais causas de mortalidade global, representando um 

desafio significativo para a saúde pública e a expectativa de vida. As células 

cancerígenas exibem características biológicas distintas, incluindo a sinalização 

proliferativa e a instabilidade genômica. Além disso, o desequilíbrio do pH celular 

favorece a proliferação e a resistência dessas células, facilitando também a sua 

migração. Proteínas adaptadoras como a Grb2 desempenham um papel importante 

em vias de sinalização associadas ao câncer, como a via MAPK. Além de mediar a 

transmissão de sinais a partir de receptores de fatores de crescimento, a Grb2 também 

está envolvida na regulação de miRNA, na via de reparo de DNA e na regulação da 

via MAPK por meio do equilíbrio monômero-dímero com a proteína tirosina quinase 

FGFR2. Considerando a extensa participação da Grb2 nos processos biológicos de 

uma célula, ela se torna um alvo promissor para o desenvolvimento de terapias 

anticarcinogênicas, através de pesquisas com moléculas naturais e até mesmo com 

estruturas secundárias de DNA. Com isso, parte deste estudo concentrou-se na 

análise da interação do domínio Grb2-SH2 com moléculas antitumorais, como a 

cumarina e a morina, em pH 7,0 e 8,0, representativo do pH intracelular de células 

saudáveis e cancerígenas, respectivamente. Os resultados da interação, investigados 

por espectroscopia de fluorescência, indicaram uma interação favorável e hidrofóbica 

(ΔG < 0; ΔH e ΔS > 0), sendo mais favorecida a interação em pH 8,0. Além disso, 

análises de CD revelaram modificações na estrutura secundária do domínio Grb2-SH2 

com o aumento da concentração dos ligantes. Adicionalmente, investigamos a 

interação da proteína Grb2Y160F, com um tipo de estrutura secundária de DNA, o G-

quadruplex, também por meio da espectroscopia de fluorescência. Os resultados 

demonstram que a variação de entalpia e à variação de entropia são menores que 

zero (∆H < 0 e T∆S < 0), caracterizam que a interação é exotérmica, entropicamente 

favorecida e espontânea, sendo características típicas de ligações fracas e interações 

não covalentes, como as forças de van der Waals. Espera-se que este trabalho 

contribua para base das pesquisas acerca do mecanismo de interação entre 

diferentes moléculas e proteínas, além de aprimorar novas abordagens terapêuticas 

e tratamentos mais eficazes no combate ao câncer.  

Palavras–chave: Cumarina, DNA G-quadruplex, domínio Grb2-SH2, Grb2, morina. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

Cancer is one of the leading causes of global mortality, representing a significant 

challenge to public health and life expectancy. Cancer cells exhibit distinct biological 

characteristics, including proliferative signaling and genomic instability. Moreover, the 

imbalance in cellular pH favors the proliferation, resistance, and migration of these 

cells. Adaptor proteins such as Grb2 play a crucial role in cancer-associated signaling 

pathways like the MAPK pathway. Apart from mediating signal transmission from 

growth factor receptors, Grb2 is also involved in regulating miRNA, DNA repair 

pathways, and the MAPK pathway by maintaining a monomer-dimer equilibrium with 

the FGFR2 tyrosine kinase protein. Given Grb2's extensive involvement in a cell's 

biological processes, it emerges as a promising target for developing anti-cancer 

therapies through research involving natural molecules and even secondary DNA 

structures. As such, a portion of this study focused on analyzing the interaction of the 

Grb2-SH2 domain with anti-tumor molecules, such as coumarin and morin, at pH 7.0 

and 8.0, representative of the intracellular pH of healthy and cancerous cells, 

respectively. Results of the interaction, examined via fluorescence spectroscopy, 

indicated a favorable and hydrophobic interaction (ΔG < 0; ΔH and ΔS > 0), with the 

interaction being more favorable at pH 8.0. Additionally, circular dichroism (CD) 

analyses revealed alterations in the secondary structure of the Grb2-SH2 domain with 

increasing ligand concentrations. Furthermore, we investigated the interaction of the 

Grb2Y160F protein with a type of secondary DNA structure, the G-quadruplex, also 

through fluorescence spectroscopy. The results showed that both enthalpy and 

entropy variations were less than zero (∆H < 0 and T∆S < 0), indicating an exothermic, 

entropically favored, and spontaneous interaction, typical characteristics of weak 

bonds and non-covalent interactions like van der Waals forces.It is anticipated that this 

work will contribute to the foundational understanding of interactions between different 

molecules and proteins, enhancing new therapeutic approaches and more effective 

treatments in the fight against cancer. 

Keywords: Coumarin, G-quadruplex DNA, Grb2-SH2 domain, Grb2, morin. 

 

 



 

 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 1.1: Estatística dos casos de câncer no Brasil para o triênio de 
2023 a 2025 de acordo com o Instituto Nacional de Câncer 

1 

Figura 1.2: Hallmarks do câncer 2 

Figura 1.3: Estrutura em cartoon da proteína adaptadora Grb2 em 
sua forma monomérica 

4 

Figura 1.4: Estrutura do domínio SH3c da proteína Grb2 5 

Figura 1.5: Representação tridimensional da estrutura do domínio 
SH2 da proteína Grb2 

5 

Figura 1.6: Representação da ativação da via de sinalização MAPK 7 

Figura 1.7: Esquema proposto para descrever o papel da Grb2 no 
reparo da DSB 

9 

Figura 3.1: Representação de um termograma de DSC 13 

Figura 3.2: Exemplos de vários espectros de CD de proteínas com 
diferentes tipos de estrutura secundária 

15 

Figura 3.3: Diagrama de Jablonski 16 

Figura 3.4: Espectro de fluorescência no estado estacionário 17 

Figura 4.1: Identificação do sítio de interação d dímero de Grb2 com 
as moléculas cumarina e morina 

23 

Figura 4.2: Estrutura do domínio SH2 em um complexo com 
fosfopeptídeo 

24 

Figura 4.3: Estrutura da molécula de morina (2’,3,4’,5,7-
pentahidroxifavona) 

27 

Figura 4.4: Purificação do domínio Grb2-SH2 33 

Figura 4.5: Termograma de desnaturação do domínio Grb2-SH2 34 

Figura 4.6: Espectro de dicroísmo circular do domínio Grb2-SH2 em 
pH 7,0 e 8,0 

35 

Figura 4.7: Espectro de emissão de fluorescência para o complexo 
SH2-cumarina 

36 

Figura 4.8: Gráfico comparativo para o complexo SH2-Cumarina em 
relação ao comprimento de onda máximo (λmax) (círculos verdes) vs o 
máximo intensidade ( Imax ) (círculos vermelhos) em função do ligante, 
para ambos pHs 

37 

Figura 4.9: Espectro de emissão de fluorescência para o complexo 
SH2-morina 

38 



 

 

 

Figura 4.10: Gráfico comparativo para o complexo SH2-Morina em 
relação ao comprimento de onda máximo (λmax) (círculos verdes) vs o 
máximo intensidade ( Imax ) (círculos vermelhos) em função do ligante, 
para ambos pHs 

38 

Figura 4.11: Gráfico de Stern-Volmer 39 

Figura 4.12: Gráfico duplo logarítmico 41 

Figura 4.13: Gráfico de van’t Hoff 42 

Figura 4.14: Perfil termodinâmico dos complexos estudados em 
ambos os pHs 

44 

Figura 4.15:  Espectro de dicroísmo circular do domínio Grb2-SH2 na 
presença das moléculas cumarina e morina 

45 

Figura 5.1. Esquema da via de recombinação homóloga no reparo de 
quebras de fita dupla do DNA 

49 

Figura 5.2: Representação de um DNA G-quadruplex 50 

Figura 5.3: Representação das três conformações classificadas 
como paralelas, antiparalelas e híbridas 

51 

Figura 5.4: SDS-PAGE a 12% corado com Coomassie brilliant blue 56 

Figura 5.5: Gráfico resultante da análise de dicroísmo circular com 
amostras do DNA G-quadruplex contendo tampão 100 mM fosfato de 
potássio pH 7,4 

57 

Figura 5.6: Analise do espectro de fluorescência da proteína 
Grb2Y160F com DNA G-quadruplex de 14 e 18 nT 

57 

Figura 5.7: Gráfico de Stern-Volmer para a interação Grb2Y160F com 
os DNAs 14 e 18 nT 

58 

Figura 5.8: Gráfico de duplo-log para a supressão de fluorescência 
da GrbY160F pelo DNA. Nos insertos de cada gráfico de duplo-log está 
o gráfico de van’t Hoff 

59 

Figura 5.9: Perfil termodinâmico da GrbY160F com os DNAs 60 

  

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 4.1: Exemplos de cumarinas com suas respectivas estruturas 
básicas 

25 

Tabela 4.2: Parâmetros físico-químicos teóricos do domínio Grb2-SH2 32 

Tabela 4.3: Parâmetros termodinâmicos do experimento de DSC 34 

Tabela 4.4: Conteúdo de estrutura secundária do domínio Grb2-SH2 36 

Tabela 4.5: Valores obtidos para a constante de Stern Volmer (KSV) 40 

Tabela 4.6: Constante de ligação (Kb) e número de sítios de ligação (n) da 
interação 

41 

Tabela 4.7: Parâmetros termodinâmicos para os complexos SH2-
cumarina e SH2-morina 

42 

Tabela 4.8: Valores da estrutura secundária do domínio Grb2-SH2 na 
presença das moléculas cumarina e morina. 

46 

Tabela 5.1: Parâmetros físico-químicos teóricos da proteína Grb2Y160F 55 

Tabela 5.2: Valores obtidos para a constante de Stern Volmer (KSV) 58 

Tabela 5.3: Valores das constantes de ligação (kb) e número de sítios de 
ligação (n) 

59 

Tabela 5.4: Valores das variações da energia livre de Gibbs ΔG, de 
entalpia ΔH e entropia ΔS 

60 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

CD Dicroísmo circular 

DSB Quebra da fita dupla de DNA 

DSC Differential Scanning Calorimetry 

ERK Extracellular-signal-regulated Kinase 

FGF Fator de crescimento de fibroblasto 

FGFR2 Receptor de fator de crescimento de fibroplasto humano 2 

GM Complexo Grb2-Mre11 

Grb2 Growth Factor Receptor-Bound Protein 2 

HDR Reparo dirigido por homologia 

JNK c-Jun Amino-terminal Kinase 

MAPK Via da proteína quinase ativada por mitógeno 

MDC1 Phosphorylated mediator of DNA amage checkpoint protein 1 

MRN Complexo composto pelas proteínas Mre11, Rad50 e a Nbs1 

PHE Fenilalanina 

SH2 Src Homology 2 

SH3 Src Homology 3 

SHP2 Src-homology 2 domain-containing phosphatase 2 

TRP Triptofano 

TYR Tirosina 

 

 

 

 

 



 

 

 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO 1 

1.1 Incidência do câncer 
 

1 

1.2 O papel biológico da proteína Grb2 
 

3 

1.2.1 Regulação da via MAPK pelo equilíbrio monômero-dímero 6 

1.2.2 A proteína Grb2 promove o início do reparo por homologia 
através da Mre11 

8 

2 JUSTIFICATIVA 11 

3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 12 

3.1 Calorimetria diferencial de varredura 12 

3.2 Espectropolarimetria de dicroísmo circular 13 

3.3 Espectroscopia de fluorescência 15 

3.4 Filtragem interna 17 

3.5 Supressão de fluorescência 18 

3.6 Determinação da constante de ligação e número de sítios de 
ligação 

19 

3.7 A termodinâmica da interação proteína-ligante 21 

4 CARACTERIZAÇÃO DA INTERAÇÃO ENTRE O DOMÍNIO GRB2-
SH2 COM AS MOLÉCULAS CUMARINA E MORINA EM FUNÇÃO 
DO PH 

22 

4.1 Interação entre o dímero de Grb2 com as moléculas cumarina 
e morina 

22 

4.2 O domínio SH2 23 

4.3 As moléculas cumarina e morina 25 

4.4 Objetivo 28 

4.5 Materiais e métodos 29 

4.5.1 Expressão e purificação do domínio Grb2-SH2 29 

4.5.2 Espectroscopia de absorção UV-VIS 30 

4.5.3 Calorimetria diferencial de varredura (DSC) 30 

4.5.4 Espectropolarimetria de dicroísmo circular (CD) 30 

4.5.5 Espectroscopia de fluorescência 31 

4.6 Resultados e discussões 32 

4.6.1 Parâmetros físico-químicos do domínio Grb2-SH2 32 

4.6.2 Purificação do domínio Grb2-SH2 32 

4.6.3 Caracterização do domínio Grb2-SH2 por DSC em pH 7,0 e 8,0 33 



 

 

 

4.6.4 Espectropolarimetria de dicroísmo circular (CD) 35 

4.6.5 Espectroscopia de fluorescência do domínio Grb2-SH2 e as 
moléculas de cumarina e morina em pH 7,0 e 8,0 

36 

4.6.6 Espectropolarimetria de dicroísmo circular na presença das 
moléculas cumarina e morina em pH 7,0 e 8,0 

45 

4.7 Conclusão 47 

5 CARACTERIZAÇÃO TERMODINÂMICA DA INTERAÇÃO ENTRE 
A PROTEÍNA GRB2Y160F E O DNA G-QUADRUPLEX 

48 

5.1 Via de reparo de DNA 48 

5.2 DNA G-quadruplex 50 

5.3 Objetivo 52 

5.4 Materiais e métodos 53 

5.4.1 Expressão e purificação da proteína Grb2Y160F 53 

5.4.2 Formação da estrutura de DNA G-quadruplex 54 

5.4.3 Espectroscopia de UV-visível para determinar as concentrações 
da proteína Grb2y160F e do DNA 

54 

5.4.4 Espectroscopia de fluorescência 55 

5.5 Resultados e discussões 55 

5.5.1 Parâmetros físico-químicos da proteína Grb2Y160F 55 

5.5.2 Expressão e purificação da proteína Grb2Y160F 56 

5.5.3 Avaliação da formação da estrutura do DNA G-quadruplex por 
dicroísmo circular 

56 

5.5.4 Determinação da interação entre a proteína Grb2Y160F e o DNA 
G-quadruplex por espectroscopia de fluorescência 

57 

5.6 Conclusão 61 

REFERÊNCIAS 62 

ANEXO I 75 

 

 

 

 



1 

1 INTRODUÇÃO 

1.1 Incidência do câncer 

O câncer representa um importante desafio na saúde pública global, sendo uma 

das principais causas de morte e um obstáculo significativo para o aumento da 

expectativa de vida. O aumento da incidência e da mortalidade associada a doença 

resulta das mudanças demográficas e epidemiológicas pelas quais estamos 

vivenciando [1]. Do ponto de vista demográfico, observa-se uma redução nas taxas 

de fertilidade e mortalidade infantil, o que tem consequentemente elevado a proporção 

de idosos na população. Por outro lado, a transição epidemiológica substitui as 

doenças infecciosas por doenças crônicas como principais causas de morte. O 

envelhecimento populacional, as mudanças no estilo de vida e no ambiente, incluindo 

fatores como mobilidade, dieta e exposição a poluentes ambientais, favorecem o 

aumento da incidência e da mortalidade pela doença [2,3].  

No Brasil, o câncer de próstata é o tipo mais comum entre os homens, enquanto 

o câncer de mama é o mais prevalente entre as mulheres. Ambos estão classificados

entre os 10 tipos de câncer com maior incidência na população brasileira, conforme a 

Figura 1.1. De acordo com as estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA), para 

o triênio de 2023 a 2025, é esperado que ocorram cerca de 704 mil novos casos da

doença [3]. 

Figura 1.1: Estatística dos casos de câncer no Brasil para o triênio de 2023 a 2025 de acordo 
com o Instituto Nacional de Câncer. Verifica-se que os cânceres com maior número de casos é o de 
próstata entre os homens e o de mama entre as mulheres, atingindo 30,0 % e 30,1% respectivamente. 

Fonte: Instituto Nacional de Câncer (INCA).

 O termo “câncer” é comumente utilizado para descrever um grupo de doenças 

que apresentam a proliferação celular excessiva e descontrolada, que tendem a 
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invadir tecidos e órgãos vizinhos [4]. Nesse processo, as células tumorais podem 

apresentar um núcleo aumentado e irregular, nucléolos proeminentes, citoplasma 

escasso e intensamente corado ou excessivamente pálido, que são características 

indicativas do estágio da doença [5]. Além da morfologia, as células cancerígenas 

podem apresentar características biológicas distintas que impulsionam o seu 

desenvolvimento. Isso inclui sinalização proliferativa sustentada, resistência à 

supressores de crescimento, indução da angiogênese, instabilidade genômica e entre 

outros, que contribuem para a evolução e progressão do câncer [6]. A Figura 1.2 

mostra o conjunto de informações que descrevem as características fundamentais de 

uma célula tumoral, conhecido como hallmarks do câncer.  

Figura 1.2: Hallmarks do câncer. Principais características adquiridas por células cancerígenas. 

Fonte: Adaptado de [6] - criado com Biorender. 

Ainda, as células cancerígenas apresentam uma desregulação do pH. 

Enquanto as células saudáveis, normalmente mantêm um pH intracelular (pHi) em 

torno de 7,2 e um pH extracelular (pHe) abaixo de 7,4, as células cancerígenas 

demonstram variações significativas, com um pHi superior a 7,4 e um pHe mais baixo 

na faixa de 6,7 a 7,1. Esse desequilíbrio do pH não só favorece a proliferação celular 

e a resistência à apoptose, como também facilita a adaptação metabólica que é 

essencial para uma migração celular eficaz [7,8]. 
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Essas mudanças aumentam a capacidade das células cancerígenas de 

sobreviver, crescer e se dividir em seus tecidos de origem e, posteriormente, de formar 

metástases, o que torna um grande desafio no tratamento da doença [9]. Assim, 

pesquisas estão sendo direcionadas para a identificação de agentes antitumarias mais 

específicos. Como é amplamente aceito que o câncer se desenvolve devido à 

desregulação da progressão do ciclo celular, a busca por novos alvos em vias de 

sinalização associadas à doença tem se tornado uma abordagem promissora para a 

concepção de novos agentes antiproliferativos [10].  

Sabe-se que proteínas contendo o domínio SH2 e/ou SH3 desempenham 

papéis essenciais em diversas vias de sinalização bem caracterizadas, incluindo a via 

da Proteína Quinase Ativada por Mitógeno (MAPK), a qual está envolvida no 

crescimento, proliferação e diferenciação celular [10,11]. Este é o caso da proteína 

adaptadora Grb2 (Growth Factor Receptor-Bound Protein 2), que, embora não seja 

considerada uma proteína oncogênica, a formação de complexos entre Grb2/proteína 

parceira parece estar envolvida em muitas vias de sinalização relacionadas ao câncer 

[12].  

Em suma, a compreensão das vias de sinalização e de proteínas, como a Grb2, 

no desenvolvimento do câncer oferece perspectivas promissoras tanto para a 

prevenção quanto para a busca por terapias para tratar as diversas condições 

relacionadas à doença. 

1.2 O papel biológico da proteína Grb2 

As proteínas adaptadoras desempenham um papel pivotal na regulação de 

diversas vias de sinalização, através dos seus domínios que realizam o 

reconhecimento de sequências específicas de aminoácidos, possibilitando a interação 

com proteínas parceiras [13]. A proteína Grb2 é uma adaptadora, ubiquamente 

expressa e conservada em organismos eucarióticos, atuando em diversas vias de 

sinalização de proteínas quinases [14].  Composta por 217 resíduos de aminoácidos 

e uma massa molecular aproximada de 25 kDa, a Grb2 consiste em um domínio 

central SH2 flanqueado por domínios SH3 (N- e C-terminal) [15] (Figura 1.3). 



4 

Figura 1.3: Estrutura em cartoon da proteína adaptadora Grb2 em sua forma monomérica. O 
domínio SH3C está colorido em rosa, o domínio SH2 está colorido em roxo e o domínio SH3N está 
colorido em azul-ciano. 

Fonte: adaptado do PDB: id 1GRI. 

Os domínios SH3 estão presentes em mais de 200 proteínas diferentes e estão 

envolvidos em importantes processos celulares como sinalização, rearranjos, 

migração, modificações do citoesqueleto, além do crescimento e diferenciação celular 

[16]. Sendo constituído por 50 a 75 resíduos de aminoácidos, esse domínio tem 

afinidade por sequências ricas em prolina contendo motivo P-x-x-P, em que P são 

resíduos de prolina e x-x representa quaisquer outros dois resíduos de aminoácido 

[17]. Sua estrutura adota um enovelamento composto por folhas-β antiparalelas 

empacotadas uma contra a outra. A Figura 1.4 representa o domínio SH3c da proteína 

Grb2, apresentando um barril-β formado por cinco folhas-β, das quais três são 

paralelas e duas são antiparalelas [18]. 

Os domínios SH2, por sua vez, estão presentes em mais de 100 proteínas 

diferentes, incluindo quinases, fatores de transcrição, inibidores de citocinas e 

proteínas adaptadores, desempenhando um papel importante na comunicação 

intracelular [19] 

SH3C SH3N 

SH2 
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Figura 1.4: Estrutura do domínio SH3c da proteína Grb2. Esse domínio é formado por cinco folhas-
β, das quais três paralelas e duas antiparalelas.  

Fonte: adaptado do PDB id: 2VVK 

Composto por aproximadamente 100 resíduos de aminoácidos, este domínio 

forma um módulo globular com uma estrutura secundária bem conservada. Ele 

apresenta uma região central em folha-β antiparalela flanqueada por duas regiões em 

α-hélices (Figura 1.5). Destaca-se a presença de dois sítios de interação específicos 

(Sítio I e Sítio II), fundamentais para mediar as interações proteína-proteína nas vias 

de sinalização celular [20]. Este domínio será melhor descrito na seção 4.2.  

Figura 1.5: Representação tridimensional da estrutura do domínio SH2 da proteína Grb2. No qual, 
as regiões contendo α-hélices estão coloridas em roxo, folha-β colorida em azul e os loops em cinza. 
Os círculos pretos evidenciam os dois sítios de ligação.  

Fonte: adaptado do PDB id: 6VK2. 

Estudos recentes têm revelado que a proteína Grb2 desempenha funções que 

vão além de uma proteína adaptadora. Assim, um novo papel foi estabelecido para a 

Grb2, com implicações significativas na patogênese do câncer, por meio da regulação 

Sítio I 

Sítio II 
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da biogênese de miRNA e da expressão do oncogene [21]. Além disso, a Grb2 está 

envolvida no reparo da quebra da fita dupla de DNA (DSB), por meio do 

direcionamento e liberação da proteína Mre11 para promover um reparo eficiente da 

DSB, assegurando assim a estabilidade do genoma [22]. A Grb2 também regula a 

cascata de sinalização mediada pela FGFR2 através da formação do heterotetrâmero 

FGFR2:Grb2 um dímero, antes da estimulação celular [23]. De acordo com Ahmed e 

colaboradores [24], foi demonstrado que o equilíbrio monômero-dímero de Grb2 é um 

importante mecanismo de regulação da via da MAPK, em que o monômero de Grb2 

ativa essa via de sinalização. Em contrapartida, a Grb2 em sua forma dimérica atua 

como um inibidor do processo de sinalização mediado por MAPK. Isso evidencia a 

importância da proteína Grb2 nos processos celulares, que justifique a necessidade 

de estudos detalhados sobre seus mecanismos moleculares de interação.    

1.2.1 Regulação da via MAPK pelo equilíbrio monômero-dímero 

Geralmente, as proteínas receptoras de membrana são encontradas em um 

estado inativo, como monomérico ou pré-dimérico. Sua ativação pode ocorrer por 

meio da interação com moléculas estimuladoras, levando à estabilização das 

proteínas de membrana, permitindo assim a ativação [25].  

A Grb2 é conhecida por sua interação com o receptor de fator de crescimento 

de fibroblasto humano (FGFR). Foi observado que essa interação entre a proteína 

Grb2 e a proteína FGFR2 pode ocorrer mesmo na ausência de estímulos 

extracelulares [23]. Nessa circunstância, a FGFR2 autofosforila-se antes de qualquer 

estímulo extracelular, resultando em um estado de fosforilação basal. Esse estado, 

embora fosforilado, não é suficiente para ativar a via de sinalização. 

 A Grb2 é encontrada em suas formas monomérica e dimérica na via de 

sinalização. A forma monomérica ativa a via de sinalização, enquanto a forma dimérica 

a desativa. Entretanto, no nível de fosforilação basal, a Grb2 dimérica é capaz de 

interagir via domínio SH3C na região C-terminal do FGFR2, formando o complexo 

FGFR2-Grb2. Quando os fatores de crescimento se ligam à região extracelular do 

receptor tirosina quinase, a Grb2 é fosforilada e se dissocia da FGFR2, deixando-a 

livre para interagir com proteínas parceiras no citosol e ativar vias de sinalização a 

jusante, como a via de sinalização MAPK [23,24]. 
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Para compreender o papel da Grb2 na ativação indireta da via de sinalização 

da MAPK, a Figura 1.6 apresenta um esquema com as sequências de eventos que 

levam à iniciação da MAPK. A FGFR2 em seu estado dimérico na membrana celular, 

induz a proximidade dos domínios quinase na região intracelular, permitindo sua 

autofosforilação. Essa fosforilação aumenta a atividade intrínseca da quinase da 

FGFR2 e fornece eventos secundários de fosforilação da tirosina na região da 

justamembrana, no domínio da quinase e na extremidade C-terminal da FGFR2. As 

tirosinas fosforiladas, bem como sequências adjacentes específicas, fornecem sítios 

de ancoragem para proteínas contendo domínios SH2 e SH3.  

O domínio C-SH3 da proteína Grb2 reconhece o motivo PxxP na região C-

terminal da proteína FGFR2, possibilitando a interação Grb2-FGFR2 [23,26]. Quando 

um fator de crescimento interage na porção extracelular da FGFR2, a proteína Grb2 

se dissocia e, por meio de seu domínio SH2, recruta proteínas parceiras como a Sono 

of Sevenless (Sos), a qual é responsável por promover a troca de GDP em GTP. A 

Grb2 então se associa à proteína Sos, reposicionando-se na membrana onde 

encontra a proteína Ras-GDP. Esta é ativada pela Sos convertendo-se em Ras-GTP, 

que posteriormente recruta a proteína Raf, permitindo a fosforilação desta última, 

tornando-a capaz de ativar a via de sinalização MAPK [23,26,27]. 

Figura 1.6: Representação da ativação da via de sinalização MAPK. Após a interação do fator de 
crescimento na região extracelular, ocorre a fosforilação da Grb2 induzida pela FGFR2. A Grb2, então, 
se dissocia da FGFR2 e recruta a SOS via domínio SH3. A SOS promove a troca de RAS-GDP por 
RAS-GTP. Desta forma, a proteína RAS é ativada e interage com a proteína RAF, dando início a via 
da MAPK. 

Fonte: Adaptado de [27] - criado com Biorender. 
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Ao mesmo tempo, à Grb2 desempenha um papel regulador na via de 

sinalização mediada pela FGFR2 em conjunto com a proteína fosfatase Shp2, por 

meio de um ciclo regulatório que envolve fosforilação e desfosforilação entre as 

proteínas Shp2, Grb2 e FGFR2, fundamental na regulação da atividade quinase da 

proteína FGFR2 [28]. A ativação do receptro FGFR2 por fatores de crescimento 

permite a recrutação de outras proteínas para iniciar cascatas de sinalização. No 

entanto, sem a regulação adequada, essas cascatas de sinalização podem causar 

danos ao organismo. Na via de sinalização MAPK, a falta de regulação leva a um 

crescimento celular descontrolado, o que pode resultar no desenvolvimento de certos 

tipos de câncer [28,29]. 

1.2.2 A proteína Grb2 promove o início do reparo por homologia através da Mre11 

Danos ao DNA são eventos comuns durante o ciclo celular, sendo capazes de 

ocasionar mutações. Tais danos desencadeiam diversas respostas celulares, visando 

corrigir os erros ou até mesmo ativar a morte celular programada para eliminar 

possíveis mutações. As quebras na fita dupla de DNA (DSBs) são mais citotóxicos e 

possuem um grande potencial para comprometer a estabilidade genômica [30].  

Os DBSs são inicialmente detectados pelo complexo enzimático MRN, que 

recruta proteínas quinases responsáveis pela sinalização e ativação do mecanismo 

de Checkpoint, interrompendo o ciclo celular para corrigir o dano e prevenir a 

transmissão dos erros às células em divisão. Os mecanismos de correção de DBSs 

dividem-se em dois tipos: Recombinação Homóloga (HR) e Recombinação não-

Homóloga (NHEJ) [30]. 

Estudos revelam que a Grb2 forma inesperadamente um complexo Grb2-Mre11 

(GM), validado biofisicamente para uma iniciação eficiente da HR [22]. A Mre11, 

componente do complexo MRE junto com Rad 50 e Nbs1, desempenha um papel 

importante na via de reparo de DNA, evitando o acúmulo de quebras e rearranjos 

cromossômicos prejudiciais [31]. O recrutamento do complexo MRN para DSBs é 

rápido e independe de modificações pós-traducionais nas proteínas do complexo. Em 

resposta ao dano, a histona variante H2AX é inicialmente fosforilada em seu resíduo 

tirosina-142 (pY142) [32], seguida pela fosforilação da serina-139 (pS139), formando 
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a 𝛄H2AX, uma plataforma para o recrutamento de proteínas na via de reparo de DNA 

[33]. 

A 𝛄H2AX é crucial para recrutar o complexo MRN para a cromatina, por meio 

da associação de NBS1-MDC1-H2A. Nesse processo, a proteína NBS1 interage com 

a proteína MDC1 (Phosphorylated Mediator of DNA Damage Checkpoint Protein 1) 

que, por sua vez, se liga à 𝛄H2AX, estabelecendo um mecanismo de recrutamento do 

complexo MRN para locais de danos no DNA [34-37]. O recrutamento da Grb2 na 

cromátide ocorre imediatamente após o dano ao DNA. Assim, a proteína Grb2 recruta 

eficientemente a Mre11 para os locais de danos ao DNA marcados por 𝛄H2AX.  

A ubiquitinação da Grb2 pela proteína RBBP6 desencadeia a lideração da 

Mre11, promovendo a reparação dirigida por homologia. A desubiquitinação permite 

a formação do complexo GM novamente, através da proteína PSMS14, conforme 

ilustrado na Figura 1.7. A ausência da proteína Grb2 resulta em defeitos no processo 

de HR, intensificando a atividade de reparação por NHEJ, um método de reparo de 

DSBs mais suscetível a erros. Portanto, fica evidente que a proteína Grb2 

desempenha um papel vital na facilitação de um processo altamente preciso e 

eficiente de reparo dirigido por homologia [22]. 

Figura 1.7: Esquema proposto para descrever o papel da Grb2 no reparo da DSB. IR cria DSBs e 
fosforilação da H2AX, que serve como local de ancoragem para o recrutamento do complexo GM. A 
ubiquitinação da Grb2 por RBBP6 libera a Grb2 do Mre11, enquanto a desubiquitinação de Grb2 
possivelmente por PSMS14 permite a reassociação do complexo GM.  

Fonte: Adaptado de [22] - criado com Biorender. 
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Como será discutido, diversos fatores contribuem para que ocorram danos ao 

DNA, dentre elas a formação de estruturas secundárias de DNA [38]. Essas estruturas 

secundárias, como o G-quadruplex, são reconhecidas pelo seu potencial em induzir 

instabilidade genômica. Dependendo da sua localização, a formação dessas 

estruturas G-quadruplex pode interferir na transcrição gênica, causar bloqueios na 

forquilha de replicação ou induzir mutações [39]. Durante o reparo por recombinação 

homóloga, a formação do G-quadruplex pode resultar em paradas na forquilha de 

replicação. Por isso, estudos envolvendo proteínas provenientes da HR, como o caso 

da Grb2, interagindo com estruturas G-quadruplex, seriam de interesse, visando maior 

eficiência nos processos de reparo e na manutenção da estabilidade genômica [40].  
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5.6 Conclusão 

A presença da proteína Grb2 no núcleo levanta a possibilidade de sua 

influência na estabilização ou inibição na formação estruturas secundárias de DNA, 

como o G-quadruplex, assim como outras proteínas associadas à via de reparo por 

homologia. Isso poderia contribuir significativamente para o reparo eficiente dos danos 

ao DNA, ainda que careça de evidências experimentais para validação. Em busca 

desse entendimento, investigamos a interação da forma monomérica da proteína Grb2 

com essas estruturas de DNA, utilizando espectroscopia de fluorescência. 

Os experimentos revelaram que a Grb2Y160F se liga às sequências de DNA G-

quadruplex (14 e 18 nT) por meio da supressão dinâmica, evidenciando uma Ksv da 

ordem de 105 M-1. Observou-se que a supressão não é completa na presença desses 

DNAs, sugerindo uma ligação em um domínio específico, suprimindo os sinais de 

fluorescência dos triptofanos nessa região, enquanto outros triptofanos permanecem 

livres para fluorescer. 

A análise resultou que nos dois sistemas, temos o número de sítios de ligação 

na proporção de 1:1 (ligante/proteína). A constante de associação é de ordem de 105 

M-1 para o complexo Grb2y160f com o DNA 14 nT e de 104 M-1 para o DNA 18 nT,

indicando uma afinidade moderada. 

Os valores de energia livre de Gibbs foram negativos (∆G < 0), sugerindo que 

a interação é exotérmica, entropicamente favorecida e espontânea, características 

típicas de interações não covalentes, como as forças de van der Waals. Esses dados 

enfatizam a relevância de compreender as interações proteína-DNA, uma vez que 

podem ter implicações fundamentais no reparo do DNA e na manutenção da 

estabilidade genômica, oferecendo novas abordagens para potenciais estratégias 

terapêuticas. 
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ANEXO I – MEIO MÍNIMO M9 

Meio mínimo M9 – 200 ml 

H2O Milli-Q® 50 ml 

CaCl2 (1 M) 20 μl 

TS2 (0.2 V%) 400 μl 

Fe III (10 mM) 200 μl 

Ampicilina (50 mg/ml) 200 μl 

Coquetel de Vitaminas 200 μl 

B2 200 μl 

B1 200 μl 

MgSO4 (1 M) 400 μl 

Glicose (20%) 5 ml 

NH4Cl 0.2 g 

Completar até 200 ml com H2O Milli-Q® 

Meio mínimo M9 – 1000 ml 

H2O Milli-Q ® 200 ml 

CaCl2 (1 M) 100 μl 

TS2 (0.2 V%) 2 ml 

Fe III (10 mM) 1 ml 

Ampicilina (50 mg/ml) 1 ml 

Coquetel de Vitaminas 1 ml 

B2 1 ml 

B1 1 ml 

MgSO4 (1 M) 2 ml 

Glicose (20%) 50 ml 

NH4Cl 1 g 

M9 (5x) 200 ml 

Completar até 1000 ml com H2O Milli-Q ® 




