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Introducao

O estudo das interagdes entre proteinas ajuda a
entender o funcionamento das células e a interagao
entre proteinas e ligantes auxilia no desenho de
farmacos. Para estes estudos foi utilizada a técnica
de Espectroscopia de Fluorescéncia de Emisséo™.
Como as proteinas apresentam aminoéacidos
cromoforos como o triptofano (Trp), esta técnica €
usualmente empregada para estudar o
comportamento das proteinas em solugéo e frente a
ligantes.

Neste trabalho relatamos a investigacdo das
interacbes da Hsp90 (Heat Shock Protein) da
laranja®, de aproximadamente 90 kDa, com o
objetivo de definir suas interagbes com os trés
possiveis ligantes: ATP, ADP e ATPyS. Além disso,
pretendemos, também, estudar a interagdo desta
com a geldanamicina, um inibidor que se liga a esta
proteina alterando a sua fung¢éo. Acreditamos que
estas interagBes sdo importantes em atuacdo de
Hsp90, j& que a sua funcdo é auxiliar o
enovelamento correto de véarias proteinas inclusive,
da patogenicidade e viruléncia.

Resultados e Discussao

A proteina escolhida para os testes de interagdo
proteina-ligante foi a Hsp90 da laranja em
colaboracdo com o grupo do Prof. Carlos H. I.
Ramos. Esta proteina apresenta na sua estrutura
primaria 6 residuos de triptofano (W,Trp) e é um
bom alvo para estudos por fluorescéncia de
emissdo. O espectro de fluorescéncia de emisséo
para a proteina alvo titulada com o ligante ADP esta
na Figura 1, e os valores de Kd calculados para
todos ligantes estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Valores de Kd calculados a partir da
titulagdo da proteina Hsp90 com os ligantes.

Ligantes Kd (10°)
ATP 4,97
ADP 2,67
ATPyS 1,71
Geldanamicina 0,17

*O calculo de Kd foi baseado considerando que todos os
residuos de Trp comportassem de forma similar.
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As concentracdes da proteina e dos ligantes ATP,
ADP, ATPyS e geldanamicina, foram: 2,67x10°
80x10°, 80x10°, 80x10° e 1,78x10° molL™,
respectivamente. As andlises foram realizadas em
espectrofluorimetro Varian com cubeta de quartzo
de caminho 6tico de 10mm. A proteina foi excitada
em 277nm e teve emissdo maxima em 340nm.

Titulagdo da Hsp90 com ADP
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Figura 1. Titulacdo da proteina Hsp90 da laranja
com o ligante ADP.

Conclusodes

Neste trabalho foi observado a interacdo da Hsp90
com os dois ligantes naturais ATP e ADP, ATPyS
uma molécula conhecida como potencial ligante e o
inibidor  geldanamicina.  Verificou-se que a
geldanamicina é um inibidor potente (Kd menor) e
que sua interagdo com a Hsp90 € bem mais forte
que os ligantes naturais (ATP e ADP). Além disso,
notou-se que a interacdo da proteina Hsp90 com os
ligantes ATP e ADP (Fig.1) afeta os residuos de Trp
devido ao notavel decaimento de fluorescéncia de
emissdo. Também, observou-se mudangcas em
espectro da Hsp90-ligante e novos maximos de
emissao.
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