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Introducao

As proteina tirosina fosfatases (PTP) catalisam
a hidrélise de grupos fosfatos ligados a residuos de
tirosina em  proteinas. Anormalidades na
fosforilacao/desfosforilagcdo de proteinas podem
levar a diversas enfermidades como céncer,
diabetes e doencas auto-imunes.*

Como a inibicdo de PTPs esta intimamente
relacionada ao tratamento de diversos tipos de
canceres, o objetivo deste trabalho foi estudar e
validar uma metodologia para a modulacdo da
atividade catalitica (inibicdo/ativacao) de uma PTP
de baixo peso molecular (LMW-PTP, recombinante,
pancreas humano) utilizando sonda fluorogénica
derivada de umbeliferona.

Resultados e Discussao |

Para a triagem por HTS foi utilizada a sonda 2 a
qual, apés hidrélise do grupo fosfato pela enzima
libera o anion da umbeliferona (1), permitindo a
detecc@o da atividade enzimatica (Esquema 1). A
sonda 2 foi sintetizada a partir da umbeliferona (1),
empregando-se metodologia descrita na literatura.”
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Esquema 1: Sonda para triagem de LWPTP.

As reagbes enzimaticas foram conduzidas a
37 °C, em tampéo acetato pH 5,0, e finalizadas pela
adicdo de tampao borato pH 8,0. Os paradmetros
cinéticos foram obtidos a partir da construgcao de um
grafico de duplo reciproco de Lineweaver-Burke.
Sendo obtidos os valores de Ky, (1,98.10’3M) € Vax
(0,93.10°M.5™), keat (223 s e € (113 mMts™h). O
valor obtido de kg4 significa que 223 moléculas de
substrato séo convertidas em produto, por segundo,
em uma Unica unidade enzimatica, um valor
expressivo para reagBes de hidrélise de grupos
fosfatos. Este resultado representa a elevada
eficiéncia catalitica desta enzima frente a sonda 2,
indicando que a estrutura deste composto é bem
acomodada no sitio ativo enzimético, facilitando a
catalise.

A validacdo da metodologia foi feita por
comparagcao com o0 método colorimétrico baseado
na hidrélise do fosfato de p-nitrofenol (3).
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Comparando-se os dois substratos para dosagem
da atividade fosfatasica, a utilizagédo do substrato 2
apresenta as seguintes vantagens: maior afinidade
enziméatica pela mesma, metodologia 50 vezes mais
sensivel, utlizacdo de menor concentragdo de
enzima, substrato e candidato a inibidor. Visando
comprovar a maior afinidade da LMW-PTP frente ao
substrato 2, foram realizados ensaios de competicédo
com o substrato 3. (Tabela 1).

Tabela 1. Ensaios de competicdo entre o0s
substratos 2 e 3 na presenca da LMW-PTP.
Substratos”
Resposta
2 3 2+3
% Fluorescéncia® 42,8 - 44,0
% Absorbancia® - 54,3 25,8

* %F ou %A= [(E-CN)/CP]*100, onde E é a intensidade de
fluorescéncia ou absorbancia do ensaio, CN é a intensidade do
controle negativo e CP é a intensidade do controle positivo..

Os resultados deste teste comprovam a maior
afinidade da LMW-PTP frente ao substrato 2, pois
foi observado que as intensidades de fluorescéncia
foram pouco influenciadas pela presenca do pNPP,
enguanto que o efeito contrario foi verificado para as
intensidades de absorbancia. Com a metodologia
implementada estdo sendo realizadas triagens de
candidatos a inibidores de fosfatase sintéticos e
naturais fornecidos por grupos de pesquisa do
Instituto de Quimica.

Conclusoes

Neste trabalho foi desenvolvida uma
metodologia eficiente para a deteccao da atividade
de uma LMW-PTP, permitindo ensaios em formato
de triagem de alto desempenho para a selecao de
inibidores desta enzima.
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