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INTRODUCAO

A LMW-PTP (low molecular weight protein
phosphatase) desempenha papéis-chave no
controle da proliferacao celular por
desfosforilar/inativar receptores de tirosina
guinases e proteinas ligadoras, as quais
apresentam atividade de adesao e transcricao
[1]. Sua superexpressao foi observada em
neoplasias de mama, coélon, pulmao,
neuroblastoma, sarcomas, bexiga, pancreas,
rim e adenocarcinoma [1,2,3]. Alguns estudos
recentes demonstraram que a LMW-PTP esta

relacionada a malignidade e agressividade de
tumores e iniciacao de metastases [2,3,4], de
modo que sua inibicao é considerada uma
estratégia promissora para o desenvolvimento
de terapias anticancer.

A purificacao da proteina LMW-PTP foi
realizada por cromatografia de afinidade em
resina de niquel, utilizando-se eluicoes com
concentracoes crescentes de Imidazol. Os
procedimentos foram acompanhados por
controles de atividade enzimatica,
eletroforese com gel SDS/PAGE e dosagem de
concentracao da proteina. Para obtencao da
LMW-PTP  purificada, fez-se necessaria
também a cromatografia por exclusao de
molecular como etapa final (Figura 1).
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METODOLOGIA

Testes de cristalizacao em sistema de
gota suspensa foram realizados utilizando-se
kits comerciais e a condicao descrita na
literatura. As gotas de cristalizacao eram
constituidas de 1 pL da solucao do poco e 1 pL
da solucao de proteina a 5-10 mg/ml. Cada
poco era constituido por uma combinacao
diferente de tampao, sais, precipitantes, etc..
As caixas de cristalizacao foram mantidas a
180C e os cristais apareceram apos 3-5 dias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

PURIFICACAO CRISTALIZACAO

A proteina de interesse elui majoritariamente a uma concentracao final de imidazol de 100 d
mM. Como etapa final da purificacao foi realizada cromatografia por exclusao molecular (Figura
1) apods clivagem da cauda de histidina. O rendimento final da purificacao foi de 10 mg de
proteina por litro de cultura.
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o Figura 2 — Cristalizacao da LMW _PTP. (a) Cristais de LMW-PTP obtidos‘n-a condicao PEG
5000 30% e MES pH 6,6. (b) Padrao de difracao da LMW-PTP. Os dados foram coletados
em difratometro Bruker Apexll do 1Q, UNICAMP.
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DETERMINACAO ESTRUTURAL

Figura 1 — Purificacao da LMW-PTP. (a) Cromatografia de exclusao molecular em resina

superdex 75. (b) fracoes eluidas na SD-75 e analisadas em gel PAGE/SDS. Figura 3: Estrutura cristalografica da

LMW-PTP em complexo com PMSF. O
sitio catalitico e’ mostrado e a
densidade eletronica referente ao
ligante esta contornada pelo mapa de
omissao com sigma=1,5. Figura
preparada com o programa Pymol.

Como pode-se verificar na Figura 1 a LMW-PTP e’ produzida de forma pura e com a massa
molecular esperada 18 kDa). Ensaios de atividade enzimatica também indicam que a enzima
esta na forma ativa e com Km e Vmax de acordo com o esperado e ja reportado na literatura
[5] (dados nao mostrados).

Tabela 1: Principais parametros relacionados ao conjunto de dados do cristal de LMWPTP
coletado. Os dados entre parénteses referem-se 'a camada de maior resolucao.

Conjunto LMW _PMSF

Resolugao 2.40 - . /A
Redundancia 4.0(3.6) Através da analise da estrutura cristalografica da LMW-PTP em complexo com PMSF pode-se
Completeza 98.2 (93.3) verificar que o inibidor e’ reconhecido pelas amidas da cadeia principal dos residuos de
1/ sigma (I) 9.2 (2.2) aminoacido que compoe o loop catalitico da enzima e pelos nitrogénios da cadeia lateral da
Rfree 0.2490 arginina em posicao 18. Nesta situacao, os atomos de oxigénio e fluor do inibidor estao em
Rfactor 0.1984 distancias ideais para formar interacdes de hidrogénio com estes atomos de nitrogénio.
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Durante o desenvolvimento deste projeto estabeleceu-se os protocolos de expressao,
purificacao e cristalizacao da LMW-PTP. A partir destes protocolos sera possivel obter co-
cristais de complexos da LMW-PTP com inibidores identificados no ambito do Projeto
Tematico Biologia Quimica: novos alvos moleculares naturais e sintéticos contra o cdancer.
Estudos estruturais, avaliacdo bioldgica e modo de acdo" (Fapesp 2009/51602-5),
coordenado pelo Prof. Dr. Ronaldo A. Pilli, associado a esta pesquisa. Pretende-se, ainda,
estabelecer uma nova condicao de cristalizacao com o sitio catalitico livre (sem ligante e nao
ocluido por outras moléculas de proteina no cristal), viabilizando, assim a possibilidade de
soaking com inibidores da LMW-PTP como alternativa para obtencao dos complexos
cristalograficos da LMW-PTP com inibidores.
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