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Resumo 

As células são submetidas a um constante e preciso controle de sobrevivência, 

crescimento, diferenciação e apoptose. Durante o processo de proliferação celular, 

estas também estão sujeitas a erros que podem gerar perda de controle de 

crescimento celular dando início ao crescimento descontrolado, que por sua vez, 

pode ocasionar o surgimento de tumores. Uma das vias que sofrem 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 três domínios, sendo dois SH3 (C e N-terminal) e um SH2. A Grb2, 

além de atuar como adaptadora, também regula a via da MAPK através de suas 

formas monomérica/dimérica. Com o objetivo de se entender a dinâmica 

estrutural de Grb2 e seu domínio Grb2-SH2, as ressonâncias do domínio foram 

assinaladas através de experimentos de tripla-ressonância e a estrutura calculada 

por CS-Rosetta através dos deslocamentos químicos da cadeia principal. A Grb2 

foi assinalada por comparação com assinalamentos da SH2 e C-SH3. Os 

parâmetros de relaxação mostraram que essa proteína apresenta um equilíbrio 

monômero/dímero mais complexo do que o reportado pela literatura. Além disso, 

os parâmetros de relaxação do Grb2-SH2 mostraram a presença de um sítio 

superficial em dinâmica conformacional lenta em escala de tempo de μs a ms. 

Sítios em troca conformacional frequentemente estão envolvidos em 

reconhecimento molecular e alosteria. As perturbações nos deslocamentos 

químicos de Grb2-SH2 com a adição de cumarina no sistema vistos por RMN e a 

análise da supressão da intensidade por fluorescência, mostraram que a interação 

com o ligante compartilha o sítio II de reconhecimento de fosfopeptídeos em SH2, 

sugerindo que mudanças conformacionais podem estar ocorrendo no W60 para 

que cumarina tenha acesso ao sítio. Além do mais, a interação é entropicamente 

dirigida, ocorre em uma proporção 1:1 com constante de associação ~103 M-1. 

Palavras-chave: Grb2, cumarina, RMN, Fluorescencia, interação, dinâmica, 

biofísica. 



Abstract 

The cells are subjected to a precise control of survival, growth, differentiation and 

apoptosis. During the process of cell proliferation it is also subject to errors which 

may lead to loss of cell growth control, initiating the growth above the necessity 

of the tissue which can cause tumors. One of the pathways that undergo changes is 

the Mitogen Activated Protein Kinases (MAPK), which is mediated by some 

proteins such as the Growth factor receptor bound protein 2 (Grb2). The Grb2 is 

composed of three domains, two SH3 (C and N-terminal) and one SH2. The Grb2, 

besides being an adapter, it also regulates the MAPK pathway through its 

monomeric/dimeric forms. In order to understand the structural dynamics of Grb2 

and its Grb2-SH2 domain, the domain resonances were assigned by triple 

resonance experiments and the structure was calculated by CS-Rosetta through the 

chemical shifts of the backbone. The Grb2 was assigned by comparison with the 

SH2 and C-SH3 assignment, and the relaxation parameters obtained showed that 

this protein presents monomer/dimer equilibrium more complex than the reported 

in the literature. Moreover, the relaxation parameters of Grb2-SH2 showed a 

presence of a superficial site in slow conformational dynamics in a time scale of 

μs to ms. Sites in conformational exchange are often involved in molecular 

recognition and allostery. The perturbations in Grb2-SH2 chemical shifts with 

coumarin addition in the system verified through NMR and analysis of 

fluorescence quenching showed that the interaction with the ligand shares the site 

II of phosphopeptide recognition in SH2, suggesting that conformational 

exchange can occur in W60 in order to coumarin access the site. Besides, the 

interaction is entropically driven, with 1:1 proportion and association constant of 

~103 M-1.

Key-words: interaction, protein-ligand, biophysics. 
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1. Introdução

1.1. A incidência do câncer na sociedade moderna

O câncer é uma das doenças que mais afeta pessoas em todo o mundo. A

Agência Internacional de Pesquisa em Câncer estima que essa moléstia atinja 

cerca de 32,6 milhões da população mundial. O câncer é também uma das 

principais causas de morte no mundo, representando anualmente mais de 8 

milhões de casos (Internacional Agency for Research on Cancer, 2016). Segundo 

o tratamento estatístico de dados realizados pela International Union Against

Cancer (UICC), em 2020 o número de mortes já terá aumentado para 15 milhões

de pessoas.

O câncer de mama, próstata, pulmão e colorretal estão entre os quatro mais 

incidentes no mundo (Figura 1), sendo a Dinamarca, França Bélgica e Noruega os 

países mais afetados (Internacional Agency for Research on Cancer, 2016). 

Estudos mostram que o aumento do câncer nesses países provavelmente se deve 

ao aumento do uso de tabaco, consumo de gorduras e alimentos calóricos bem 

como diminuição da prática de exercícios físicos [1]. 

Figura 1: Estatística dos 15 tipos de cânceres com maior incidência e mortalidade 
em nível mundial.  

Fonte: Globocan (2016) - adaptado. 
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No Brasil, mulheres e homens sofrem com o aumento da incidência dos 

casos de câncer, principalmente o de mama e próstata (Figura 2). Estes estão entre 

os 10 tipos de câncer com maior incidência entre a população brasileira. Para 

2018, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) estimou cerca de 59.700 novos 

casos de mulheres com câncer de mama e 68.220 novos casos de homens com 

câncer de próstata, ou seja, aproximadamente 30% dos homens e das mulheres 

podem adquirir a doença (INCA). 

Figura 2: Estatística dos casos de câncer no Brasil em 2018 de acordo com o 
Instituto Nacional de Câncer. Pode-se verificar que os cânceres com maior 
número de casos é o de próstata entre os homens e o de mama entre as mulheres, 
atingindo sendo 31,7% e 29,5% respectivamente. 

Fonte: Instituto Nacional de Câncer (INCA). 

O câncer de próstata é o mais incidente em todas as regiões do Brasil, o 

qual dentre os tipos de tumores aproximadamente 70% da população masculina 

com idade acima de 65 anos pode ser diagnosticada, sendo esperado um aumento 

de 58% até o ano de 2020. Uma situação semelhante ocorre avaliando o câncer de 

mama feminino nas regiões brasileiras de maior frequência do tumor: Sudeste, Sul 

e Nordeste. A idade, sedentarismo e alimentação são os fatores de risco mais 

importantes, observando-se que as taxas de incidência aumentam para mulheres 

com idade até 50 anos [2].  

Câncer ou neoplasia (neo = novo; plasia = formação) é o nome dado ao 

grupo de doenças que apresentam proliferação celular excessiva e descontrolada 

pelo fato de perderem, de alguma forma, a função de inibição por contato 
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ocasionado por mutações em determinados genes [3,4]. Os tumores podem ser 

divididos em dois tipos: o benigno e o maligno. São tumores benignos os que 

crescem, normalmente de forma lenta, e permanecem envoltos por tecido 

conjuntivo, tais como verrugas e sinais escuros. Uma vez que esses tumores não 

se expandem em lugares de risco como cérebro, eles não ameaçam a vida do 

indivíduo portador. Nos tumores malignos, ou cânceres, as células se proliferam 

descontroladamente podendo invadir os vasos sanguíneos e linfáticos difundindo-

se através da circulação para outros tecidos, gerando novos nódulos tumorais em 

um processo denominado metástase [5].  

Processos biofísico-químicos como oxidação e redução, hidrólise, 

transferência de grupos funcionais, entre outros, ocorrem através de enzimas e são 

vitais para o funcionamento normal dos tecidos. Estes processos regulam a 

proliferação, divisão e sobrevivência celular através de sinalizações celulares 

mediadas por proteínas codificadas por genes chamados proto-oncogenes. Os 

proto-oncogenes são genes expressos desde a embriogênese até às células 

maduras. Quando há alterações genéticas nos proto-oncogenes, como mutações, 

amplificação gênica e rearranjo cromossômico, ocorre ativação dos oncogenes 

(causadores de câncer), causando, como consequência, o aumento do crescimento 

celular [6]. Uma vez que a comunicação celular é mantida por meio de 

sinalização, o entendimento de como a informação é transmitida é crucial tanto 

para a prevenção quanto para a cura de doenças. 

1.2. Sinalização celular 

As vias de sinalização controlam respostas adequadas e específicas dentro 

da célula. A sinalização celular em eucariotos envolve moléculas sinalizadoras 

denominadas ligantes, os quais interagem com proteínas receptoras que podem se 

encontrar na membrana celular, solúveis no meio citoplasmático ou até mesmo na 

membrana nuclear da célula. No caso de proteínas receptoras na membrana 

citoplasmática, elas se encarregam de receber o sinal proveniente do ligante no 

meio extracelular e passá-lo para o meio intracelular e, assim, propagá-lo por 

meio de outras proteínas sinalizadoras encontradas no citosol até o núcleo. Estas 
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sinalizações envolvem processos regulados das células em que estímulos 

extracelulares são gerados por meio da interação de ligantes como hormônios, 

citocinas, fatores de crescimento entre outros, com proteínas receptoras [7].  

As proteínas receptoras encontradas na membrana celular podem ser 

divididas de acordo com o seu mecanismo de transdução de sinal. Existem as 

proteínas receptoras que estão acopladas a canais iônicos, as receptoras acopladas 

à proteína G e as proteínas receptoras associadas a enzimas [5,8].  

As proteínas receptoras que se encontram associadas a enzimas são 

geralmente quinases, e se organizam como proteínas hélice-α transmembrana com 

um sítio de interação com o ligante na porção extracelular e o sítio catalítico na 

região intracelular, como é o caso da Fibroblast growth factor receptor 2 

(FGFR2) representada na Figura 3 [5,9]. Em sua região extracelular encontra-se o 

a região de ligação de fatores de crescimento, na região intracelular logo abaixo 

da membrana plasmática encontra-se a região justamembrana, enquanto que 

subsequente o domínio quinase pode ser verificado na Figura 3. Nos últimos dez 

resíduos da região C-terminal da FGFR2 encontra-se o motif PxxP (P

representando resíduo prolina e o duplo x qualquer outro resíduo de aminoácido) 

o qual é importante  para interações específicas com proteínas parceiras que o

reconhecem [10].
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Figura 3: Representação da estrutura da proteína receptora tirosina quinase. Pode-
se verificar a região extracelular, na qual ocorre o reconhecimento de fatores de 
crescimento, a transmembrana, e a citosólica onde se encontram a justamembrana, 
o domínio quinase e o motif PxxP junto dos últimos 58 resíduos da proteína em
sua região C-terminal.

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

As quinases que catalisam a fosforilação de resíduos de serina e treonina 

são chamadas serinatreonina-quinases e aquelas que atuam em resíduos de tirosina 

são chamadas tirosina-quinases [3,11,12]. Existem 58 receptores tirosina quinase 

(RTKs) humanos divididos em 20 subfamílias [13,14]. Fatores de crescimento 

entre outros ligantes são exemplos de moléculas que interagem com RTKs 

proporcionando respostas específicas, alguns exemplos são apresentados na 

Tabela 1.  
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Tabela 1: Exemplos de ligantes e receptores tirosina quinase e as respostas 
desencadeadas pela interação.

Fonte: [15] 

Os fatores de crescimento de fibroblasto (FGFs) induzem a sinalização 

celular através de quatro tipos de RTKs, sendo eles FGFR1-4 (Fibroblast growth 

factor receptors 1 - 4) [16]. A interação de FGFs induz autofosforilação da porção 

citosólica da tirosina quinase [10]. A fosforilação aumenta a atividade quinase em 

que tirosinas fosforiladas e sequências vizinhas criam sítios de ancoragem para 

outras proteínas, como as adaptadoras, que são indispensáveis para a propagação 

da sinalização celular [12,14]. As proteínas adaptadoras medeiam interações 

proteína-protena através de fosforilações e do reconhecimento de resíduos 

específicos [7]. Essas proteínas adaptadoras contêm domínios específicos que 

permitem a interação proteína-proteína, como por exemplo, os domínios SH2 (Src

homology domain 2)  e SH3 (Src homology domain 3) [13].    

Para o funcionamento normal das células de diferentes tecidos, a 

propagação das informações é mediada por sinalizações que, normalmente, 
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encontram-se submetidas a um constante e preciso controle de sobrevivência, 

crescimento, diferenciação e apoptose. Entretanto, durante o processo de 

proliferação celular, estas também estão sujeitas a erros que podem gerar perda de 

controle de crescimento celular, dando início ao crescimento acima das 

necessidades do tecido que, por sua vez, pode ocasionar o surgimento de tumores 

[5]. 

Um exemplo de via que pode sofrer alterações e desencadear o 

crescimento celular descontrolado é a via de sinalização MAPK, envolvida em 

processos celulares fundamentais como proliferação, diferenciação e apoptose 

[17]. Esta via é indiretamente ativada por algumas proteínas como quinase, 

fosfatase e a adaptadora Grb2 (Growth factor receptor-bound protein 2), que em 

conjunto, desempenham papel fundamental para que a transdução de sinal ocorra 

[18]. 

1.3. A proteína Grb2 e a sinalização MAPK 

As proteínas adaptadoras contêm domínios que fazem o reconhecimento de 

sequências específicas, permitindo interações proteína-proteína e facilitando a 

sinalização celular [19]. A proteína Grb2 é uma adaptadora citosólica 

ubiquamente expressa em eucariotos, atuando em diversas vias de sinalização de 

proteínas quinases nas células [20]. Esta proteína contém 217 resíduos de 

aminoácidos e massa molecular de 25 kDa, sendo constituída por um domínio 

SH2 (Src homology domain 2) ligado em dois domínios SH3 (Src homology 

domain 3), sendo um C e um N terminal [21] (Figura 4, PDBid. 1GRI). Além da 

estrutura cristalográfica de Grb2, estudos utilizando ressonância magnética 

nuclear mostram o comportamento dinâmico dessa proteína em solução, ´no qual 

o loop entre o domínio SH2 e o domínio C-SH3 apresenta-se mais flexível que os

outros [22].
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Figura 4: Estrutura tridimensional cristalográfica da proteína Grb2 em sua forma 
dimérica. As subunidades do dímero encontram-se colorido em cor de rosa e 
verde, e cada domínio está representado por tons diferentes de acordo com suas 
subunidades.

Fonte: Protein Data Bank (PBD). PBDid: 1GRI. 

O domínio SH3 contém de 50 a 75 resíduos de aminoácidos e se liga em 

sequências de 9 ou 10 resíduos ricos em prolina (P), contendo o motif P-x-x-P (ou 

PxxP) sendo x-x quaisquer outros dois resíduos. Ele apresenta um enovelamento 

que é composto por fitas-β antiparalelas empacotadas uma contra a outra [5].   

O domínio SH2 representa a maior classe de domínios que reconhecem 

fosfotirosinas no proteoma humano. Ele tem forma hemisférica e contém

aproximadamente 100 resíduos de aminoácidos com sequencias especificas que se 

ligam em resíduos de tirosinas fosforiladas localizadas na região citosólica de 

RTKs [23–25]. Este domínio está organizado em 5 fitas-β antiparalelas que se 

encontram entre duas hélices-α paralelas [25]. 

Estudos mostraram que a interação da proteína adaptadora Grb2 com a 

proteína tirosina quinase FGFR2 ocorre na ausência de estímulos extracelulares 

[26]. Este mecanismo está representado na Figura 5, no qual FGFR2 sofre 

fosforilação antes de estímulo extracelular que resulta em um chamado “nível de 

fosforilação basal”. Este nível não é capaz de ativar uma via de sinalização, mas 
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sim, um estado fosforilado e não sinalizador. Além do mais, neste estado Grb2 

dimérica é capaz de ligar-se via domínio C-SH3 na região C-terminal de FGFR2 

formando um complexo tetramérico basal FGFR2-Grb2. Quando fatores de 

crescimento se ligam na porção extracelular da receptora tirosina quinase, esta por 

sua vez fosforila a proteína Grb2 que consequentemente se desvincula de FGFR2, 

tornando-se livre para interagir com proteínas no citosol celular e ativar 

indiretamente a via de sinalização da MAPK (Figura 5) [18,27].  

Figura 5: Representação do mecanismo de regulação da proteína quinase FGFR2 
através da proteína adaptadora Grb2. (A) A proteína transmembrana FGFR2 
(alaranjado) com seu domínio quinase na região citoplasmática (alaranjado oval) e 
Grb2 dimérica ligada através dos domínios C-SH3 (vermelho), onde um 
heterotetrâmero na proporção 2:2 é obtido; (B) Fatores de crescimento (azul 
escuro) se ligam na porção extracelular de FGFR2, induzindo mudanças 
conformacionais fazendo com que o domínio quinase de FGFR2 fosforile (grupos 
fosfato em cinano) domínios SH3 de Grb2; (C) Uma vez fosforilada, Grb2 se 
dissocia da proteína tirosina quinase.  

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

Para compreender o papel de Grb2 na ativação indireta da via de 

sinalização da MAPK pode-se verificar a Figura 6, a qual representa um esquema 

com as sequências de eventos até que MAPK seja iniciada. Para isso, a ocorrência 

de FGFR2 dimérica na membrana leva à proximidade dos domínios quinase na 

região intracelular, permitindo que estes se transfosforilem. Esta transfosforilação 

aumenta a atividade quinase intrínseca de FGFR2, proporcinando eventos 
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secundários de fosforilação de tirosinas na região justamembrana, no domínio 

quinase e na cauda C-terminal de FGFR2. As tirosinas fosforiladas, bem como 

sequências vizinhas específicas proporcionam sítios de ancoragem para proteínas 

que contêm domínios SH2 e SH3. O domínio C-SH3 da proteína adaptadora Grb2 

é responsável pelo reconhecimento do motif PxxP na região C-terminal da 

proteína quinase FGFR2, permitindo a interação Grb2-FGFR2 [10,26]. A 

adaptadora Grb2 recruta, através do domínio SH2, proteínas como a fosfatase 

Shp2 e a proteína Sos, a qual é responsável por promover a troca de GDP em 

GTP. Grb2 então se associa à proteína Sos que se encontra no citosol e, após esta

ligação, Sos é reposicionada para a membrana onde se encontra a proteína Ras-

GDP [24]. A proteína Ras-GDP é ativada por Sos tornando-se Ras-GTP, que 

posteriormente recruta a proteína Raf. A Raf é uma quinase serina/treonina que é 

ativada pela ligação de Ras-GTP em seu domínio N-terminal [24]. A proteína 

Ras-GTP fornece um grupo fosfato para Raf, tornando-a ativa e pronta para 

fosforilar e ativar a via de sinalização MAPK. Esta via (Figura 6), quando ativa e 

não regulada, leva a uma proliferação celular descontrolada, desencadeando 

alguns tipos de câncer, como o de mama e o de próstata, e má formação fetal 

[26,28].
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Figura 6: Esquema representativo da ativação da cascata de sinalização MAPK. Após estímulos por fatores de crescimento, 

fosforilações são induzidas em Grb2 por FGFR2. Então, a proteína Grb2 se dissocia de FGFR2 e interage com Sos via domínios SH3. 

A Sos é responsável pela troca de GDP em GTP na proteína Ras. Assim, a proteína Ras se torna ativa e se desvincula da membrana 

celular, sendo capaz de se ligar a proteína Raf e ativar a cascata MAPK. 

Fonte: autoria própria. 
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Concomitantemente, a proteína Grb2 atua como reguladora da sinalização 

mediada por FGFR2 através da proteína Shp2, desempenhando um ciclo 

regulatório envolvendo fosforilações e desfosforilações (Figura 7), como 

recentemente verificado por Ahmed e colaboradores [18]. A proteína Shp2 é uma 

fosfatase altamente expressa dentro da célula, exercendo importante papel em vias 

de sinalização incluindo a via MAPK [29].   

Figura 7: Representação do ciclo em que Grb2 atua regulando a atividade quinase 
de FGFR2 juntamente da fosfatase Shp2. A: A proteína FGFR2 num estado basal 
fosforilado não sinalizante (onde se encontra o círculo amarelo tracejado), pode 
recrutar a proteína Grb2. B: A fosfatase Shp2 desfosforila FGFR2. C: FGFR2 em 
seu estado basal de fosforilação pode fosforilar a fosfatase Shp2 (Shp2 fosforilada 
está representada pelo círculo amarelo). D: FGFR2 fosforila a adaptadora Grb2, 
que, neste estado fosforilado não é capaz de se ligar em FGFR2, perdendo a 
propriedade inibitória que esta interação proporciona. E: A fosfatase Shp2 
desfosforila a adaptadora Grb2, tornando-a apta a se ligar a FGFR2 e estabelecer a 
regulação da mesma.  

Fonte: Adaptado de Ahmed et al., 2013. 

Este ciclo envolvendo fosforilações e desfosforilações entre Shp2, Grb2 e 

FGFR2 proporciona a regulação da atividade quinase da proteína FGFR2. Uma 

vez que fatores de crescimento se ligam na receptora FGFR2 esta torna-se ativa 

para recrutar proteínas e iniciar cascatas de sinalização que, na ausência de 

regulação, podem causar danos no organismo. No caso da sinalização 
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desempenhada por MAPK, a falta de regulação causa o crescimento celular 

descontrolado, podendo ocasionar o desenvolvimento de tumores e até mesmo má 

formação fetal [18].   

1.4. O domínio SH2 de Grb2 

Existem mais de 120 domínios SH2 distribuídos ao longo de 110 proteínas 

humanas, a incluir quinases, fatores de transcrição, proteínas adaptadoras, fatores 

de troca de nucleotídeos, fosfatases e supressores [30]. Sabe-se que esses 

domínios são responsáveis pelo reconhecimento de tirosinas fosforiladas (pY) no 

processo de interação entre proteínas, atuando em receptores tirosina quinase, 

transferindo informações para sinalizações no citosol. Ainda que este domínio 

tenha alta especificidade no reconhecimento de pY, a investigação para 

compreender como ocorre o controle deste mecanismo é vasta [19,31,32].  

Os domínios SH2 apresentam uma estrutura bem conservada sendo uma folha-

β central cercada por duas hélices-α (Figura 8). 

Figura 8: Estrutura tridimensional do domínio SH2 da proteína adaptadora Grb2. 
A) Na estrutura tridimensional, as hélices-α estão coloridas em laranja, as fitas-β
em azul e os loops em cinza. Os dois triptofanos que o SH2 apresenta estão
coloridos em vermelho. É possível visualizar que o triptofano 121 (W121)
bloqueia a entrada de possíveis ligantes no sítio de interação do domínio (α3). B)
Estrutura tridimensional do SH2 onde a superfície encontra-se colorida por
hidrofobicidade (Em azul encontra-se regiões hidrofílicas enquanto que em laranja
as hidrofóbicas).

Fonte: PDB 1GHU 

WW121
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Estudos da interação de peptídeos com domínio SH2 de diversas proteínas 

mostram que os fosfopeptídeos adotam uma conformação clássica alongada 

quando se ligam à superfície de SH2, onde a interação ocorre desde a extremidade 

de uma hélice-α até a outra, e perpendicular à fita-β (Figura 9). Além disso, dois 

sítios de interação bem definidos são encontrados nos domínios SH2. O sítio de 

interação 1 é composto por 3 resíduos positivamente carregados (R155, R175 e

K203) que apresentam suas cadeias laterais estruturalmente próximas umas das 

outras, interagindo com fosfopeptídeos através de pontes de hidrogênio e 

interações eletrostáticas (Figura 9). Por outro lado, o sítio 2 localizado próximo a 

hélice-  do domínio faz o reconhecimento de pY localizadas em posições pY+1 

até pY+5 resíduos de aminoácidos. Ambos os sítios podem ser visualizados na 

Figura 9B, os quais encontram-se coloridos em azul e vermelho, sítio 1 e sítio 2 

respectivamente [33].  

Figura 9: Domínio SH2 da proteína v-Src evidenciando os dois sítios de interação 
encontrados na maioria dos domínios SH2. A) Representação cartoon do domínio 
Src-SH2 com as fitas-β coloridas em azul, as hélices-α em vermelho e o 
fosfopepitídeo (pYLRVA) em verde. B) Representação surface do domínio Src-
SH2 na qual em azul encontra-se o sítio I e em vermelho o sítio II. A 
especificidade na interação de fosfopeptídeos no sítio 1 é devido a presença de 
duas argininas e uma lisina, os quais fazem pontes de hidrogênio bem como 
interações eletrostáticas    

Fonte: PDBid.: 1SHB 
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Para o domínio SH2 de Grb2 (Grb2-SH2) foi verificado que 

fosfopeptídeos ao interagir nos sítios I e II do domínio não adotavam a clássica 

conformação estendida (ou linear) como a priori ocorre na maioria dos domínios 

dessa classe, mas ao contrário, para Grb2-SH2 os fosfopeptídeos tem uma 

conformação fita-β. Esse domínio faz o reconhecimento de motif pY-x-N-x, sendo 

N uma asparagina e x qualquer resíduo com cadeia lateral hidrofóbica [31,32,34].  

Existe em aberto uma discussão a respeito da conformação fita-β adquirida 

exclusivamente em interações com o domínio Grb2-SH2. Acreditava-se que esta 

ocorria devido à presença do Triptofano 121 (Trp121) que se encontra numa 

região de loop no sítio de reconhecimento de pY, propondo que possivelmente 

este levava os fosfopeptídeos adotarem essa conformação fita-β [30,35]. Isso foi 

proposto através de um estudo utilizando o domínio Src-SH2, o qual sabe-se que 

faz o reconhecimento de motif pYEEI, e que esses fosfopeptídeos adotam 

estruturas estendidas/lineares quando ligados ao domínio de Src-SH2, seguindo o 

padrão dos domínios SH2. Entretanto, Kimber e colaboradores (2000) realizaram 

a mutação de Treonina por Triptofano (Thr Trp) em Src-SH2 na posição do sítio 

de reconhecimento deste domínio a fim de verificar a importância do Trp para o 

reconhecimento, bem como a estruturação linear estendida dos peptídeos quando 

ligados ao SH2. Notou-se que a presença do Trp em Src-SH2 mutado diminuiu 

cerca de 20 vezes a especificidade na interação com peptídeos contendo motif

pYEEI (motif altamente reconhecido por Src-SH2 em sua forma selvagem), 

enquanto que para a interação com pYVNV (motif altamente reconhecido em 

Grb2-SH2 selvagem) obteve-se um aumento de 60 vezes na afinidade de 

interação. Além do mais, a sobreposição das estruturas de Src-SH2 mutada

(Thr Trp) e Grb2-SH2, selvagem ambas complexadas com peptídeos pYVNV, 

mostraram interações idênticas e ainda a formação de fita-β, o que não ocorria em 

Src-SH2 selvagem [35].  

Para verificar essa suposição, estudo recente realizado por Papaioannou e

colaboradores (2016) com uma mutação do Trp121 por Glicina (Gly) demonstra 

que o Trp pode não ser o fator mais importante para a especificidade no 

reconhecimento de pY do domínio Grb2-SH2 [34]. Neste estudo, a estrutura 
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cristalográfica do complexo Grb2-SH2 mutada (Trp Gly) e o fosfopeptídeo 

SpYVNVQ mostrou que este adquire uma conformação fita-β, ou seja, o 

triptofano nesta posição não é o responsável pela formação de β na interação com 

Gr2-SH2. Além disso, foi verificado que a presença de Glicina proporcionou um 

aumento na afinidade da interação cerca de 6 vezes maior quando comparado com 

Grb2-SH2 selvagem. Estes estudos conduzem ao entendimento de que 

possivelmente a capacidade de movimentação do ligante seja mais importante na 

formação da estrutura fita-β bem como alta especificidade da interação do que a 

presença do resíduo de aminoácido triptofano no domínio [34].     

Outro estudo interessante realizado por Zamal e colaboradores (2015) 

mostrou a respeito da atuação, bem como a importância de Grb2 nos estados 

dimérico e monomérico. Até 2015 sabia-se que esta proteína além de ser 

ubiquamente expressa dentro da célula, atuava em suas formas monomérica e 

dimérica. Entretanto não era conhecida a importância biológica dessas duas 

formas de Grb2 para desempenhar sua função em sinalizações. Neste trabalho, 

Zamal analisou células cancerígenas e pode verificar uma alta concentração de 

Grb2 em sua forma monomérica, sugerindo que o equilíbrio existente entre 

monômero e dímero é o ponto chave para a regulação da via de sinalização da 

MAPK. Quando Grb2 encontra-se em sua forma monomérica esta é ativa para a 

via de sinalização, enquanto que sua forma dimérica tende a inativa-la. Neste 

sentido, o domínio SH2 exerce um papel crucial, pois o dímero de Grb2 pode ser 

perturbado quando pequenas moléculas interagem em seu sítio de reconhecimento 

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

fosforilada [36].  

Apesar da alta especificidade encontrada na interação entre fosfopeptídeos e 

domínios SH2 através de experimentos extracelulares, dentro das células esses 

fosfopeptídeos são de difícil absorção pela membrana citoplasmática, além de 

serem predispostos a degradação devido à ação de fosfatases e peptidases [30].

Diante disso, busca-se por pequenas moléculas que possam atuar, assim como os 

fosfopeptídeos, inibindo vias de sinalização aberrante a partir da interação com o 

domínio Grb2-SH2. A cumarina é um exemplo de molécula natural que é
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amplamente estudada devido aos seus benefícios para a saúde humana [37]. Uma 

breve introdução desta molécula encontra-se na subseção 1.5. 

1.5. A molécula cumarina 

A utilização de moléculas naturais como fármacos é um dos recursos mais 

antigos utilizados na cura de doenças, sendo estes apresentados das mais variadas 

formas, desde chá até compressas. Visando a síntese de fármacos para inibir a 

proliferação descontrolada das células tumorais, a procura por moléculas naturais 

que apresentam propriedades anticarcinogênica e que possam interagir com 

proteínas em cascatas de sinalizações aberrantes vem sendo uma alternativa a se 

explorar. As cumarinas são uma classe de moléculas com importantes 

propriedades farmacológicas como bactericida, anti-inflamatório, anticoagulante, 

antitrombótico, vasodilatador e atividade anticancerígena verificada em células 

[38,39].  

Cumarinas (do francês Coumarou) são membros da família dos compostos 

benzopirenos, que consistem em um anel benzeno ligado a um pirano. A 

classificação das cumarinas ocorre de acordo com as substituições nos anéis 

benzeno e pirano [37], e podem ser classificadas em cumarinas simples, 

furanocumarinas, piranocumarinas, e biscumarinas (Tabela 2). 
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Tabela 2: Exemplos de cumarinas com suas respectivas estruturas básicas.

Fonte: [40,41] - adaptado 

As cumarinas são metabólitos secundários, atuando principalmente na 

defesa das plantas [42]. Elas foram primeiramente encontradas em sementes de 

Dipteryx odorata selvagem, uma árvore popularmente conhecida como Cumaru, 

nativa no Brasil, Colômbia, Peru e Guiana [37].  

As cumarinas encontram-se amplamente distribuídas nos frutos, sementes, 

raízes e folhas de plantas, principalmente em angiospermas e dicotiledôneas como 

em cenouras, aipo, salsa, chicória e frutas como toranja (grapefruit). Podem ser 

encontradas também em óleos de cássia (canela-chinesa) e óleo de casca de canela 

[40,42]. 

Os estudos utilizando cumarinas têm aumentado uma vez que sua função 

em atividades biológicas é ampla. Foi verificada por Mohler e colaboradores 

(1994) a atividade anticarcinogênica da cumarina em células prostáticas, onde 

ratos tiveram o câncer regredido quando tratados com a molécula [43]. López-

González (2004) verificou a eficácia da cumarina in vitro na apoptose de 

adenocarcinoma pulmonar [44]. A cumarina também apresentou atividade 
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entálpicas, sabe-se que T∆S˃0 e ∆H˃0 são tipicamente encontrados para 

interações hidrofóbicas [58,84]. Sendo assim, analisando as contribuições 

entálpicas e entrópicas para a energia livre de Gibbs pode-se verificar que 

interações hidrofóbicas favorecem a estabilização do complexo Grb2-SH2 – 

cumarina formado. O custo entrópico da estabilização da interação deve-se às 

moléculas de água que são liberadas da camada de solvatação para o meio, com 

isso a cumarina interage com o domínio. Este processo faz com que a entropia do 

sistema aumente, ou seja, esta contribuição termodinâmica é favorável para que a 

interação Grb2-SH2 e cumarina ocorra, sendo esta uma interação hidrofóbica 

entropicamente dirigida.  

Figura 29: Perfil termodinâmico da interação de Grb2-SH2 com cumarina. A 
contribuição ∆G<0, T∆S>0 e ∆H>0 sugerem que a interação é entropicamente 
dirigida, guiada por efeitos hidrofóbicos. 

6. Conclusão

A caracterização de interações entre proteínas e ligantes é importante, pois

auxilia no entendimento de mecanismo de ação que propicia conhecimentos para 
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o desenvolvimento de fármacos mais eficazes. Estes estudos possibilitam entender 

a nível molecular o microambiente em que a molécula interage e como a proteína 

pode ser física e estruturalmente afetada. Além da importância a respeito das 

interações proteína-ligante, é fundamental o entendimento da dinâmica 

conformacional que a proteína apresenta, uma vez que essa está intrinsecamente 

relacionada a funções específicas que as macromoléculas desempenham na célula.  

Realizou-se o assinalamento por comparação da proteína Grb2 que permitiu 

medir propriedades dinâmicas do SH2 e C-SH3. Os parâmetros de relaxação 

obtidos para Grb2 juntamente do cálculo do tempo de correlação rotacional e a 

comparação com a predição teórica dos parâmetros de relaxação, mostraram que a 

proteína se comporta como se esperaria da Grb2 predominantemente monomérica 

e que o equilíbrio monômero-dímero apresenta um comportamento mais 

complexo do que aquele descrito pela literatura, o qual precisa ser melhor 

investigado. Duas possibilidades se aventam: (i) a Grb2 está monomérica nas 

condições estudadas aqui ou (ii) a Grb2 está dimérica, porém apresenta uma 

flexibilidade entre os domínios que caracterizaria uma liberdade rotacional dos 

mesmos. 

Realizou-se o assinalamento do domínio Grb2-SH2 em pH 7 e posteriormente 

a predição da estrutura secundária baseado nos deslocamentos químicos por 

TalosN, o qual mostrou a que Grb2-SH2 em pH 7 encontra-se com duas hélices-α 

e 5 fitas-β, o que é de acordo com o encontrado na literatura para essa classe de 

domínios. Além do mais, realizou-se o cálculo da estrutura do domínio, e através 

do funil de energia obtido pôde-se verificar uma boa convergência para a estrutura 

de menor energia.  

Os parâmetros de relaxação do domínio Grb2-SH2 mostraram resíduos 

próximos a hélice-  com dinâmica térmica em escala de tempo de ps a ns, e os 

resíduos W60, K76, H79, F83, N129, L131 e I146 em troca conformacional lenta 

da ordem de μs a ms. Esses resíduos formam um sítio superficial em troca 

conformacional, localizado na face oposta aos sítios de reconhecimento de 

fosfopeptídeos do domínio Grb2-SH2. Esses resíduos em dinâmica possivelmente 
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estão envolvidos em alosteria em processos de reconhecimentos de interação com 

proteínas parceiras em sinalizações celulares.  

Além da dinâmica dessas regiões, o mapeamento da interação com cumarina 

por meio de perturbações nos deslocamentos químicos sugerem um sítio 

envolvendo a hélice-  e o loop entre a hélice-  e fita- . Este sítio de interação 

encontra-se próximo ao sítio II responsável pelo reconhecimento de 

fosfopeptídeos (pY+2) em Grb2-SH2. E ainda vale ressaltar que este sítio de 

interação com cumarina já havia sido proposto por cálculos teóricos de docking e 

dinâmica molecular (manuscrito em processo de submissão). Uma vez obtidos os 

resíduos envolvidos na interação com cumarina, experimentos verificando a 

supressão de fluorescência mostraram que a interação é entropicamente dirigida, e 

efeitos hidrofóbicos favorecem a estabilização do complexo. O W60 mostrou-se 

importante para a interação, o qual possivelmente está passando por mudanças 

conformacionais, tornando-se mais acessível ao solvente a fim de expor o pocket 

para estabilização da cumarina no sítio. Esta interação é moderada com ~103 

M-1 e ocorre com uma proporção 1:1.  

A partir do levantamento bibliográfico que caracteriza as vias envolvendo a 

proteína Grb2 bem como seu domínio SH2, a cascata de sinalização MAPK e o 

ligante cumarina, e ainda os resultados aqui apresentados pode-se verificar que a 

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

desenvolvimento de fármacos antitumorais. A dinâmica do domínio Grb2-SH2 em 

diferentes escalas de tempo é importante para o entendimento a respeito da 

função-estrutura desses importantes alvos proteicos.  

7. Perspectivas 

 Obter parâmetros de relaxação da interação do domínio Grb2-SH2 e 

cumarina a fim de elucidar seleção conformacional; 

 Verificar dinâmica lenta (micro a milisegundos) por dispersão de 

relaxação via CPMG do domínio Grb2-SH2; 
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 Caracterizar o estado oligomérico da Grb2 e repetir experimentos de 

relaxação para se obter informação sobre a dinâmica inter-domínio e a 

liberdade rotacional dos mesmos. 
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