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Introducéo

A Hsp90 (Heat Shock Protein de 90 kDa) é uma
chaperona molecular homodimérica, onde cada mondémero
possui trés dominios: o dominio N-terminal, de ~30 kDa que
possui um sitio de ligagédo de ATP; o dominio intermediario,
de ~35 kDa que participa da hidrélise do ATP juntamente
com o N-terminal, e liga proteinas clientes; e o dominio C-
terminal, de ~25 kDa que é responsavel pela dimerizacao.

A Hsp90 esta envolvida em diversos processos
essenciais para a célula e participa na estabilidade e funcéo
de diversas proteinas, incluindo oncoproteinas e proteinas
relacionadas a neuropatias, despertando grande interesse
como alvo terapéutico. Neste contexto, a busca por
inibidores/estimuladores da atividade da Hsp90 torna-se
importante para o desenvolvimento de novos tratamentos
contra importantes patologias.

A curcumina é um polifenol de cor amarela/ laranja,
presente na circuma ou acafréo da india (Curcuma longa).
Estudos sugerem que a curcumina liga-se as chaperonas
moleculares Hsp70 e Hsp90, inibindo a atividade dessas
proteinas. Além disso, a curcumina interfere na
funcionalidade da Hsp90 em processos relacionados a
estabilidade do genoma em células de céncer, como a
regulacdo da telomerase. Nesse sentido, faz-se uma
investigacdo mais detalhada acerca dessa interagdo com a
Hsp90. Esse trabalho teve como objetivo estudar a
interacdo da Hsp90 com o inibidor curcumina através de
ensaios de calorimetria de titulacdo isotérmica e protein
thermal shift ou fluorimetria diferencial de varredura.

Resultados e Discussao

Os testes para avaliar a interacdo entre a Hsp90
humana e a curcumina foram feitos por meios de técnicas
de ITC (Calorimetria de Titulagdo Isotérmica) e Protein
Thermal Shift - PTS.

Ensaio de PTS da Hsp90 e curcumina. Desnaturagao térmica da Hsp90
na concentracdo de 5 pM sem ligante e com ligante (nas concentracdes
de 5, 10, 25, 50 e 100 yM), ambos em presenga de DMSO.

Como pode ser observado a curcumina exerce
efeito sob a estabilidade da Hsp90, os dados mostram esse
efeito sobre proteina apenas em concentragdo mais alta de
ligante, como a de 100 uM, vale ainda destacar que o efeito
foi observado apenas na primeira Tm da Hsp90, que foi de
45°C para 47°C, que corresponde justamente a Tm do N-
terminal da proteina, corroborando o que ja foi sugerido na
literatura de que a interacao entre proteina e ligante ocorre
nesse dominio.

Modelo. 1 sitle

x' w34

W32 4002

Kod 704 . 1704 0

AM = &736 ) 12 el
A 3407 calimelideg

Mober Man
Ensaio de ITC para o complexo N-Hsp90:curcumina. (A) Titulagdo da
curcumina (0,312 mM) em 0,013 mM de proteina, ambos em tampéao Tris-
HCI, pH 8,0 em 6,25% de DMSO.

Pelos ensaios de ITC foi encontrado um modelo de
interacdo que descreve uma reacdo do tipo endotérmica
(que envolve a absor¢éo de calor) com uma AH positiva, ou
seja, nesse caso trata-se de uma interacdo entalpicamente
desfavoravel, embora seja entropicamente favoravel,
sempre com a variagdo de entropia positiva. Como pode ser
visto na figura.

Conclusodes

Ensaios de ITC sugerem que a interacdo da
curcumina com a Hsp90 é dirigida entropicamente, a
interagé@o ocorre com a kade 2,7 x 10° M e é endotérmica.

Os experimentos de Protein Thermal Shift indicam
gue a ligacé@o da curcumina a Hsp90 ocorre via N-terminal
e com altas concentragdes de ligante.
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