Programa Institucional de Bolsas fcneg {E
de Iniciagdo Cientifica s

B0460

CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DA FOSFATASE CDC-25B COM VISTAS AO
DESENVOLVIMENTO DE INIBIDORES COM POTENCIAL APLICACAO EM TERAPIAS
ANTICANCER

Thayane Previdelli (Bolsista PIBIC/CNPq), Valéria Scorsato, Mariana Pereira Dias, Natalia Lais
Bazzo, Daniela Barretto B. Trivella e Prof. Dr. Ricardo Aparicio (Orientador), Instituto de
Quimica - 1Q, UNICAMP

De acordo com estudos recentes, algumas proteinas fosfatases s@o superexpressas em
diversos tipos de canceres humanos, e ha correlagdo entre os niveis da fosfatase com a
agressividade do tumor e o mau progndstico. A CDC-25B humana é um membro da familia das
tirosinas fosfatases. Esta proteina estd envolvida em vias de sinalizacdo que controlam a taxa
de divisdo celular e encontra-se superexpressa em diversos tipos de tumores. Desta forma, a
inibicdo desta enzima é considerada uma estratégia atraente para o desenvolvimento de novas
terapias anticAncer. Neste trabalho, a CDC-25B recombinante foi obtida a partir técnicas de
biologia molecular, com expressao em células de E.coli (BL21D3), purificacdo por
cromatografia de afinidade em coluna de niquel-agarose, seguida de clivagem da cauda de
histidina presente na construcdo do vetor e um ultimo passo de purificagcdo em coluna de
exclusdo por peso molecular. Foram realizados ensaios de inibicdo com diversas familias de
compostos fornecidos por colaboradores, com o objetivo final de obter-se a estrutura
cristalogréfica de complexos entre enzima e inibidor. A melhor condi¢éo de cristalizacdo obtida
consistiu-se da utilizagcdo do método de gota sentada em solucdo contendo (NH4),SO4 (1.6M-
2.1M), NaCl 500mM, Tris 100mM pH7,0-8,5 e B-mercaptoetanol (0,25%). Conjuntos de dados
foram coletados e estruturas cristalograficas foram resolvidas, no entanto, até o0 momento, ndo
se observou densidade eletrbnica proxima ao sitio ativo da enzima, indicando que o composto
sob avaliacdo ndo se ligou a enzima nas condi¢des de cristalizacédo utilizadas. Este trabalho
estd em andamento e ja contribuiu para a obtencéo de protocolos de expressao, purificacao e
cristalizacdo da fosfatase CDC-25B. Aqui serd@o reportados ensaios de inibicdo realizados por
técnicas colorimétricas, resultados da expressdo, purificagdo e determinagdo das estruturas

cristalogréficas obtidas.
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