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RESUMO

O presente trabalho teve por objetivo sintetizarcagacterizar parcialmente as
propriedades luminescentes do derivado de acridir&F/IP-81) e de seu conjugado
com a lectina Concanavalina A (Con A). A sintesd. B8F/IP-81 foi realizada a partir
de AC-2 e dimetilmalonato, por aquecimento a 110p8C 24 h com rendimento de
33%. Avaliagdo por técnicas espectroscopicas dagpripdades luminescentes do
LPSF/IP-81 mostrou que o mesmo € fotoluminesceoteneio de excitacdo em 360
nm, e emissao por volta de 428 nm. No entanto oFIPSB1 mostrou-se fracamente
quimiluminescente quando excitado a partir de m@agéimica com peroxido de
hidrogénio. O rendimento quantico luminescented®2%. LPSF/IP-81 foi conjugado
com a lectina Con A e o conjugado foi separado dsamomatografia de excluséao
molecular com Sephadex G-25. O conjugado Con AllRe8 avaliado por meio da
atividade hemaglutinante, conteddo protéico e lest@ncia (fluorescéncia ou
quimiluminescéncia). Analise por dicroismo circulaostrou manutencdo da estrutura
terciaria da Con A apds conjugacdao com LPSF/IPN8ddidas de fluorescéncia do
conjugado Con A-1P-81 demonstraram manutencao agsipdades luminescentes do
LPSF/IP-81. Con A-IP-81 foi empregado como sond#oluimica, onde o LPSF/IP-81
atuou como marcador luminescente, na avaliacaoedfi gacaridico de superficie
celular de tumores humanos de pele e mama. A néradas tecidos foi avaliada em
luminbmetro e microscopio de fluorescéncia. Os t@wmode pele analisados
ceratoacantoma (1,992 + 177 RLU), ceratose actif@d®7 + 332 RLU), carcinoma
epidermadide (2,920 + 721 RLU) e carcinoma basoael@,934 + 579 RLU) mostraram
uma maior expressao de residuosid@-glicose/manose reconhecidos pelo conjugado
Con A-IP-81 comparado aos tecidos normais (579%RHMU). Da mesma forma que
os tecidos de mama e pele analisados pela micriasdepfluorescéncia mostraram
marcacao positiva para 0 mesmo conjugado. Esselsadss indicam que o LPSF/IP-
81 pode ser usado como marcador em histoquimica.

Palavras-chave: Derivado de acridina, histoquinkézdina, luminescéncia.



ABSTRACT

This study aimed to synthesize and partially charae the luminescent properties of
an acridine derivative (LPSF/IP-81) as well asciigjugate with Concanavalin A (Con
A) lectin. LPSF/IP-81 synthesis was developed fra@+2 and dimethylmalonate by
heating at 110°C for 24 h. The vyield reaction w&83 Evaluation of luminescent
properties showed that LPSF/IP-81 is photolumineisbg excitation at 360 nm and
emission around 428 nm. However IP-81 is a weakndbeninescent molecule in
chemical reaction with hydrogen peroxide with a ilescent quantum vyield of 2%.
LPSF/IP-81 was conjugated to Con A and separateitiguSephadex G-25
chromatography. Con A-IP81 conjugate was assayedhdmagglutination activity,
protein content and luminescence (photoluminescemncehemilumescence). Circular
dichroism of Con A-IP-81 indicated the maintenaanté¢he tertiary structure of Con A.
Fluorescent assays of Con A-IP-81 showed that LIPSFY remained fluorescent after
conjugation with Con A. Con A-IP-81 was used asdaisemistry probe to evaluate the
saccharide profile of cell surface human tumorslaoh and breast. The analyzed skin
tumor types, keratoacanthoma (1,992 + 177 RLU)nackeratosis (2,127 = 332 RLU),
squamous cell carcinoma (2,920 + 721 RLU) and besthlcarcinoma (2,934 + 579
RLU), showed a higher expressioneeD-glucose/mannose residues recognized by Con
A, compared to normal tissue (579 + 145 RLU). Theabt and skin tissues analyzed by
fluorescence microscopy showed positive stain ier $ame conjugate. These results
indicate the use of IP-81 as label and that thigliae derivative can join other lectin
marker to be used in histochemistry.

Keywords: Acridine derivative, histochemistry, ie¢iuminescence.
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1. INTRODUCAO

Existe um interesse e demanda crescentes por maesalliminescentes para
uso na conjugacao e detecgcdo de materiais bioRgi@mrque moléculas luminescentes
sdo geralmente estaveis, sensiveis e existe, anmmuma ampla faixa de métodos
disponiveis para a marcacdo de biomoléculas. Ti@ote, 0 espectro de emissao de
um marcador fluorescente é uma propriedade cairstoctar do composto e sua
intensidade serve para detectar materiais marcemmstais moléculas fluorescentes
(MOCZAR et al, 2010).

As acridinas sdo compostos heterociclicos que possuhabilidade de interagir
com outros componentes (KRZYMINSKdt al., 2011). Por isso, esses compostos
podem ser aplicados em diversas areas, como dismmOodKRICKA, 2003) e
terapéutica (APPLETOMt al., 2010). Entre as caracteristicas apresentadasspes e
compostos de particular interesse é sua habilidaal@ interagir com radiacéo
Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) por causa de absorg@tativamente forte e emissao na
regido do visivel. Como resultado, derivados dedexa podem ser potencialmente
usados como sensores espectrais ou como marcdldorescentes (KRZYMINSKEt
al.,2008).

Além disso, acridonas eletronicamente excitadasbéam ocorrem quando
oxidantes fortes, por exemplo, peréxido de hidrag@&m meio alcalino reagem com
tais compostos (NATRAJAN al.,2010). Esta caracteristica abre possibilidades par
uso destas moléculas como indicadores quimilumémgss ou parte de sondas
fluorescentes.

Uma aplicagéo de éster de acridina quimiluminegcérgonseguida por meio de
sua ligagdo a uma classe de proteinas denominaddmabs que reconhecem
especificamente carboidratos livres ou ligados (et al, 2006). O conjugado
lectina-éster de acridina é adequado para difeagacide tecidos neoplasicos malignos
ou benignos e tecidos sadios, baseada nas moddgado padrdo de expressdo de
carboidratos de glicoconjugados de superficie aelustes tecidos. Isso mostra que os
derivados de acridina sdo moléculas potenciais péraicas de diagnostico que
empregam tecidos, além de validar os carboidratmsocbiomarcadores de células

cancerosas.
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Dessa forma, a sintese, a caracterizacdo e postéglioacdo de derivados de
acridina em técnicas de identificacdo de biomanmeldeciduais ou séricos abrem
novas possibilidades de aplicacéo desta classeeumas. Em diagnostico, o emprego
de tais compostos pode auxiliar na melhor iderifio de biomarcadores tumorais,
pois 0s métodos luminescentes apresentam a gramdagem dos baixos limites de
deteccdo que permitem proporcionar ensaios seasigsim a inser¢cdo dos ésteres de
acridina na histoquimica, por exemplo, diminuiratéaa subjetividade do analisador
quanto a possibilidade de marcacdes falso-positidasorrentes das revelacdes
enzimaticas com peroxidase.

Por isso, o presente trabalho teve como objetivitetszar e caracterizar
parcialmente as propriedades luminescentes de uivade de acridina (IP-81), bem
como de seu conjugado com a lectina Concanavalifi@oh A) e sua aplicacdo em

histoquimica.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Luminescéncia

A luminescéncia € o termo utilizado para descrewegmissdo de radiagcdo
eletromagnética por moléculas de comprimentos @& @ue vao do ultravioleta ao
infravermelho no espectro eletromagnético. Essdmgaes resultam da transicdo de
estado eletronicamente excitado para um estadmelgia mais baixo (DODEIGNE;
THUNUS; LEJEUNE, 2000).

A luminescéncia é subdividida de acordo com a foetenergia utilizada para
obtencdo dos estados excitados. Essa energia paddomecida por radiacéo
eletromagnética (fotoluminescéncia também chamada ftlorescéncia ou
fosforescéncia); calor (piroluminescéncia); forcde atrito (triboluminescéncia),
impacto de elétrons (catodoluminescéncia) ou ddsfgio (cristaloluminescéncia)
(KUMALA; SUOMI, 2003).

Na quimiluminescéncia (QL) a radiacdo luminosa @prida por uma reagado
guimica e a bioluminescéncia (BL) quando emitidpagtir de um sistema quimico
presente em um organismo (BARTOLOBM al, 2010; FERREIRA, ROSSI, 2002;
ALBERTIN et al.1998).

Segundo Bartoloni e colaboradores (2010) os prosegscritos da civilizagao
humana contém referéncias sobre animais luminosos, como 0s vaga-lumes.
Contudo, foi somente na década de 50 do séculcagasgue foram isolados os
principais componentes bioquimicos da reacdo lusoer@e doPhotinus pyralis a

luciferina, um acido carboxilico complexo, e afese, uma enzima (figura 1).
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Figura 1 - Componentes importantes da
bioluminescéncia d@hotinus pyralis.
Fonte: Lehninger, 2006.
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Dos tipos de Iuminescéncia existentes, a fotolustiéecia e
quimiluminescéncia sdo os mais estudados e estallitatem como foco estes dois

tipos de luminescéncia.

2.1.1 Fotoluminescéncia

Fotoluminescéncia (FL) € a emisséo de luz subseégwenabsorcdo de luz por
moléculas. O processo de absor¢cdo ou excitacadonaas interacao da luz excitante
com ligacdon ou elétrons ndo ligados da molécula absorventél(B®IAN, 1985).
Segundo Kumala e Suomi (2003) independentementedassidade de fontes de luz
dispendiosas FL permanecera por muito tempo sendétodo analitico luminescente
mais significante, e as diferentes formas de QEcseapazes de competir totalmente
com ela somente em certas aplicacdes especiaipodé ser dividida dentro de duas
subclasses principais: fluorescéncia e fosforesaénc

Os fundamentos das transicbes que convertem esgxadgados uns com 0S
outros ou estados excitados com estado fundamendah intensamente estudados na
década de 1940 e o principal passo para esclamsgrrocessos foi apresentado pelo
fisico Alexander Jablonski. O diagrama de Jablo(fgkira 2) € usado para representar

0s niveis energéticos de uma molécula.

Estadas Excifados Estodo Excilodo
Simglaio Tripdeto

Energic

W e

Ay Ay M by

Estodo
Fundarmental

Figura 2 - Diagrama de Jablonski, mostrando os processos
fisicos que podem ocorrer apds uma molécula absamegdton
com energia da faixa ultravioleta ou visivel.

Fonte: Sotomayoeet al, 2008.
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S é o0 estado eletrdnico fundamental; &T; sdo os estados excitados singleto e
tripleto de menor energia, respectivamenteé 8m segundo estado excitado singleto.
As setas retas representam 0s processos envolf@ods, e as setas onduladas séo as
transicbes ndo-radioativas (que ndo emitem radjalj@cestado eletronico fundamental
qguase todas as moléculas ocupam o nivel vibraciorabs baixo a temperatura
ambiente. Por excitacdo, através de absorcdo dgéMuzu visivel, € possivel promover
a molécula de interesse para um dos varios niwegados vibracionais bem como
niveis excitados eletrénicos (LAKOWICZ, 2006; ATVAR MARTELLI, 2002b).

Fluorescéncia é um processo no qual um luminéfosorae uma quantidade de
luz de energia adequada (féton) para arrancar émrorlde um orbital ocupado para um
orbital vazio de maior energia, seguido pelo reiatn elétron para o nivel energético
do estado fundamental original. Este retorno é gemimado por emissdo de uma
quantidade de luz com uma energia correspondetiferanca de energia entre o estado
excitado e o nivel do estado fundamental, de talontue ospindo elétron permanece
inalterado do inicio ao fim do processo. Quandotramsicoes de elétrons para o nivel
do estado fundamental,spindo elétron tiver que ser revertido, a emissao ionmoais
lenta que na fluorescéncia e esse processo € chadmdosforescéncia. Assim,
transicbes permitidas por spin§ = 0) sdo chamadas de fluorescéncia e transicoes
proibidas por spinAS = 1) sdo chamadas fosforescéncia (KULMALA, SUORIN3;
CRONEYet al, 2001).

Os estados eletronicamente excitadase(S, por exemplo) s&o alcangcados por
absorcédo de luz. A energia eletrbnica responséaekl pansicdo fluorescente néo
envolve uma mudancga no numero quanticegiodo elétron, e passa do nivgl-S S,
emitindo radiacdo desde o nivel excitadop@ra algum dos niveis vibracionais do
estado eletrénico (S Como consequéncia, a fluorescéncia possui tengigovida
extremamente curtos, com a luminescéncia cessandseque imediatamente, por
volta de 10 a 10° s (ns aus) como mostrado na figura 3 (CRONEY al, 2001;
SOTOMAYORet al, 2008).
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)

A fluorescéncia é emitida em comprimentos de ond#oms que aqueles de
excitacdo, deslocando-se entre 50 e 150 nm, quemhparado ao comprimento de
onda da luz usado para a excitacdo da molécula @MAYOR et al, 2008). Essa
diferenca entre os comprimentos de onda de exoitacg@missédo, conhecida como
diferenca de Stokes, € uma propriedade criticatguma a fluorescéncia poderosa em
técnicas analiticas (LICHTMAN; CONCHELLO, 2005).

A utilizacdo da fluorescéncia em técnicas analitegossivel porque a maioria
dos analitos ndo apresenta luminescéncia natuPTOS; GIL, 2010). Por isso, a
marcacao ou ligagcdo com moléculas luminescentes peduma boa ferramenta para
analises sensiveis. Geralmente, a area de sonddgadores e marcadores
luminescentes esta crescendo continuamente. Desesiitese e caracterizacdo de
moléculas luminescentes estdo em rapido progresgdadas necessidades urgentes por
uma ampla variedade de aplicacdes analiticas, yam@o, no campo das andlises
biologicas (SANTOSt al, 2006; NOVAet al, 2004; ZHAO eal., 2009).

2.1.2 Fluoro6foros e seus usos como sondas e maesado

Moléculas que sédo usadas por causa de suas pemegediuorescentes sao
chamadas fluoroforos. Considerando que muitas &okiss organicas tém
fluorescéncia intrinseca (autofluorescéncia), masc@gs sdo Uteis para marcacao
especifica de componentes em sistemas biol6gicosasb@dagem tipica para
microscopia de fluorescéncia é tirar vantagem aepostos sintetizados que tém algum
grau de ligacdes duplas conjugadas. Esses compsiEiodtimos para microscopia de

fluorescéncia porque as diferencas de energia estaglos excitado e fundamental sao
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pequenas que fétons de energia relativamente baixaparte visivel do espectro
eletromagnético, podem ser usados para excitaoe$etKULMALA; SUOMI, 2003).

A probabilidade que um fluoréforo absorva um foébnhamada de coeficiente
de extincdo molarg, em unidade de Mtm™ quando a luz passar através da solucéo
contendo o fluoréforo. O valor deé especificado como o comprimento de onda que é
0 maximo de absor¢do. No entanto, para que ocoluagescéncia, uma molécula
precisa ter estrutura apropriada e estar em um me® favoreca a desativacao
radiativa, sendo esses dois fatores criticos nanit@g da eficiéncia quantica
luminescente de uma substancia (LICHTMAN; CONCHEL.2O05).

Para avaliacdo da eficiéncia de uma molécula enais® luz é utilizado uma
medida chamada rendimento quantico luminescente éqga razdo entre o numero de
fétons emitidos por fluorescéncia e o numero den®tabsorvidos pela espécie
quimica. Assim, se a eficiéncia quantica tiver nigie entre 0,1 e 1, a molécula sera
significativamente luminescente (DEMAS; CROSBY, 19[KI, et. al,2001)

ApoOs excitacao, se uma molécula emprega ou nameeficéncia para liberar a
energia de excitacdo eletronica depende da estrutotecular. Porém, o solvente no
qgual uma molécula esta solubilizado pode ter unitoefdramatico sobre a emissdo
fluorescente (KRZYMINSKIet al, 2010), além da concentracdo (KRZYMINS&lal,
2011), pH do meio (SMITHt al, 2000, BROWNet al, 1998) e a presenca de espécies
capazes de diminuir ou eliminar a luminescéncia p@&io de interacbes com o
fluoréforo (CRONEY et al, 2001). Esse fenbmeno é chamado supressao (c&s,ingl
guenching da luminescéncia (LICHTMAN, CONCHELLO, 2005; SCHJAN,
1985).

Por causa da presenca de grupos adequados paaoligam biomoléculas, os
fluoréforos sdo submetidos a um processo comundra@mado de reacdo de conjugacao
onde, por exemplo, uma proteina é ligada ao floooofle interesse e a sonda resultante é
frequentemente chamada de conjugado (WEEKSI, 1983; CAMPOSet al, 2006,
NATRAJAN et al, 2010). Os marcadores luminoforos comumente atbs nos
processos de conjugacao estéo listados na tabela 1.

Tabela 1 - Lumindéforos fluorescentes comuns uspdos marcacao

Luminoforo Aed AenfNM)  Luminéforo el Aen{NM)
Isotiocianato de Fluoresceina (FITC) 494/518 AB8 501, 523
Rodamina B 540/ 625 Alexa Fluor 532 532, 553
Texas Red (TR) 596/ 615 Cy3 548, 562
Coumarin 384/ 469 Cy5 650, 670
Phycoerythrin (PE) 565/ 575 Cascade Blue 400, 420

Fonte Kulmala e Suomi, 2003.
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Na figura 4 estdo os espectros de emissao e easutwoleculares de alguns
fluoréforos conhecidos como Alexa Fluor que recebmimmeragfes especificas de
acordo com o comprimento de onda de excitacdo ¢ mpremeio de protocolos de

conjugacéo, sao utilizados para diversos fins.

Alexa Fluor® 514 Alexa Fluor® 594

Alexa Fluor® 350

HaN 0.0 o
o]
HO3 Z CHQ—H‘—O—N

O

1. Adaxa Fluor™ 350
2. Adaxa Fluor® 405
3. Maxa Fluor® 430
4. Adana Fluor™ 468
5. Adaxa Fluar® 500
&, Maxa Fluor® 514
7. Adgxg Fluor® 532
8. Adawa Fluar™ 546
9. Adaxa Fluor® 555
10. Adaxa Fluor® 5668
11, Addd Fluor™ 504
12. Adaxa Fluor® 610
13. Adaxa Fluor® 633
14. Adaxa Fluor® 635
15, Abgd Fluor™ 847
16. Adaxa Fluor® 660
17. Abaxa Fluor® 580
18, Adgoa Fluor® 700
19, Adaxa Fluor® 750
20. Abaxa Fluor® 780

Fluorescence emission

Wavelength (nmj)

Figura 4 - Estruturas quimicas para Alexa 350, 514 3 59beat0s de emissdo para a série de corantes
Alexa Fluor. A direita os numeros de cada fluor6foorresponde ao comprimento de onda de excitagio
do composto.

Fonte: http://products.invitrogen.com/ivgn/product

2.2 Quimiluminescéncia

O primeiro pesquisador a utilizar o termo “quimilaescéncia” para descrever
reacdes quimicas que emitem luz visivel foi Eilhaviedemann, que, em 1888, propds
a seguinte definicdo: “emisséo de luz ocorrendtjamprocessos quimicos” (SANTOS;
SANTOS, 1993).

O primeiro composto sintético organico a apresentana reacao
quimiluminescente foi a lofina, ou 2,4,5-trifeniislazol, preparada em 1887 (figura 5).
No entanto, a primeira reacdo quimiluminescente baracterizada mecanisticamente

foi a oxidacdo do luminol com peréxido de hidrogéeim meio basico, descrita em
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1928 (DODEIGNE et al, 2000). Além destes compostos exemplificados, asutr

substancias como lucigenina, e dioxetanos particiggmo substratos de reacgdes

quimiluminescentes suas férmulas sdo apresentadas na figura 5 (BARTOIeDal, 2010;

FERREIRA, ROSSI, 2002).
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Figura 5 - Estruturas de reagentes envolvidos em sistemas
guimiluminescentes: lofina (1), luminol (2), lucigea (3),
1,2-dioxetano (4), 1,2-dioxetanona (5), 1,2-dioretiiona

(6), peréxido de difenoila (7).

Fonte: Bartoloni et al.,2010.

Contudo, nem toda reacgéo leva a formacao de estéxdiiados, porque em uma

reacdo térmica convencional, a energia absorvidauporeagente R, proveniente do

choque randémico entre moléculas, é utilizada pdtexrar as ligagbes quimicas da

mesma (figura 6).
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Figura 6 - Diagramas de niveis de energia potencial para if& reagéo
exotérmica R~ P e (b) uma reacédo quimiluminescente-RP*.
Fonte: Bartoloni et al, 2010.

A energia absorvida pelo reagente pode leva-lostéade de transicao (1) que,

em seguida, forma o produto P, inicialmente em stad® vibracional excitado, que



26

perde essa energia de excitagao vibracional naafalencalor. Quando o reagente R
possui energia térmica suficiente (adquirida nagolecentre moléculas e/ou armazenada
na forma de tenséo estrutural) para formar o estadcansicéo e este, por sua vez, tem
energia superior ao estado eletrénico excitadorddyto (P*), o produto sera formado
no estado excitado (figura 6) (BARTOLOR al, 2010).

Depois de excitadas, as entidades quimiluminesgedteacordo com a forma
que perdem a energia de excitacdo, podem ser digdem categorias: aquelas que
resultam em um sinal de vida relativamente curgyados), mas de sinal intenso (tipo
flash) e aquelas que produzem um sinal de vida ne@igo (minutos ou horas)
geralmente de uma intensidade menor (tipo brilBa@).primeira categoria (tipo flash)
duas classes de composto tém maior aplicacéo,amsacios eésteres de acridina (AES) e
luminol (exemplo, aminobutiletilisoluminol). Nesseaso a quimiluminescéncia é
iniciada pela adicdo de um oxidante em pH alcadiib® com (compostos tipo luminol)
ou sem um catalisador (AE). O sinal resultante &ide curta e, portanto, a iniciagdo
geralmente deve ser feita situ, ou seja, dentro da camara de mensuracdo do
lumindmetro. Contrariamente, mensuracdes da quinilescéncia emitida de
compostos da segunda categoria (tipo brilho) noerem adicado do iniciadan situ
devido a natureza de vida relativamente longama §8ROWNet al, 1998).

O uso do reagente quimiluminescente adequado p@lse ndo apresenta as
desvantagens associadas com o uso de substanc@sianas radioativas (WEEKS
al., 1983). Essas desvantagens sdo as seguintesmacém do reagente radioativo
envolve espécies potencialmente prejudiciais; sdgun tempo de prateleira de tais
reagentes radioativos é frequentemente pequencapsa do seu continuo decaimento,
além do mais, a emissdo da radiacdo dos radiom®tppde ser deletéria para a
substancia que o radioativo é ligado (radidlisecdiro, é dificil conjugar proteinas em
uma quantidade suficiente para fornecer reageetesiveis e rapidamente detectaveis
(WOODHEAD e WEEKS, 1985).

Em contraste, o reagente quimiluminescente é rdiotéxico, estavel, e pode
ser guantificado tanto rapidamente quanto em pegugnantidades, além disso, sua
guimiluminescéncia nao necessita de um catalisaaldicional, ela pode ser
simplesmente iniciada por peroxido de hidrogériase (WEEKSt al, 1983).

Segundo Kricka (2003), a quimiluminescéncia summo uma tecnologia de
deteccdo extremamente util em diagndésticos cliniaog para imunoensaios quanto

para analises de acidos nucléicos. Entre os vararsadores quimiluminescentes que
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sdo atualmente empregados, ésteres de acridinpasticularmente atrativos porque
eles tém altos rendimentos quanticos com limitesleteccdo na faixa de atomoles
Além disso, eles exibem emissédo de luz rapida, cesgdo quimica simples e seu
tamanho pequeno permite protocolos simples de dmagara proteinas e acidos

nucléicos.

2.3 Derivados de acridina: moléculas versateis

Derivados de acridina sdo compostos organicos tisiogé que demonstram
propriedades luminescentes e vém sendo estudadosaig de quatro décadas
(McCAPRA, 1976). Entre as caracteristicas apredastgpor esses compostos, de
particular interesse € sua habilidade para inte@gn radiacdo UV-Vis por causa de
uma absorcao relativamente forte de radiacdo uleta e emissao de radiacdo na
regido do visivel (BOUZYket al, 2003). Como resultado, derivados de acridinapode
ser potencialmente usados como sensores espéMrEitMOOD; PAUL; LADAME,
2010) ou como marcadores fluorescentes (JACOME-@B&\I2010). Acridonas
eletronicamente excitadas também ocorrem quanddaotds fortes, por exemplo,
peroxido de hidrogénio em meio alcalino reagem taisicompostos (KRZYMINSKI
et al, 2011). Esses processos abrem possibilidadesopasa dessas entidades como
indicadores quimiluminescentes ou parte de sorldasekcentes.

A acridina (figura 7), @HoN, € um composto organico heterociclico de
nitrogénio cujos derivados tém sido, por muito temipem estabelecidos como uma
classe de compostos ligantes de DNA. Esses congpasti@m o interesse de
bioquimicos e quimicos devido as possibilidadeseaies usos clinicos (MOLONE®#t
al., 2001). Muitas drogas sao conhecidas por sua ickuEc de se ligar ao DNA por
meio da intercalagdo entre nucleotideos consecutirara essa classe de compostos
pertencem varios agentes, como as imidazoacridooas,atividade antitumoral contra
varios tipos de células cancerosas (DZIEGIELEWSKa&l, 2002), bem como drogas
para doencas infecciosas como a tuberculose (APBNEPEARCE; COPP, 2010).

Derivados de acridina foram descobertas como mialgaguimiluminescentes
desde que Glue e Petsch, em 1935, descobriram ssd@mde luz azul ou verde do
nitrato bis-N-metilacridina (lucigenina) (BARTOLONdt al, 2010). Exceto para a
lucigenina e diidroacridinas N-metil arilmetilentodos os derivados de acridina
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quimiluminescentes sdo constituidos de duas pastestelacridinaheterociclio e o
grupo de saida X (figurd). Cada parte tem um papel importante na emissdaz.
Além da presenca de um grupo reativo para ligagéo roteina (NATRAJAN et al,
2010).

N X 5 Ry
| 6y 3 3 «—— Anel acridi
nel acridina
A y P~ ) ] 5
3
070 / Grupo de saida durante a emissdo de luz
B C':IIS 6' 2'
N
999 o
07" O'N ~€— Ester NHS para conjugacdo
O C=0
HO”™ | o
X

R1=Me. DMAE-NHS

Figura 7 - Estruturasda acridina (a) e derivados de acridina ¢b)éster de acridir
quimiluminescente (c).
Fonte: Dodeigne, Thuas, Lejeune, 20(; Natrajanet al.,2010.

O mecanismo de reacdo quimiluminescente dos desvatk acridina fc
estudadoem detalhes por McCaprel976). O principal mecanismo pvavel é
apresentado na figura 8odos os intermediarios, exceto a dioxetanorrajiadsolado:
e caracterizados. Nenhum catalisador € necesséridodas as reacdes, some
peréxido de hidrogénio e uma base forte para qoeraoemssao de luz (McCapi
1976; WEEKSet al, 1983; NATRAJANM et al, 2010; KRZYMINSKIet al, 2011).

3

H; H H
e i ] e i ;
H0; ‘ O OH
ﬂﬂe
=0 A0 C=0 O C=i{)
§ HO ] ey I
X X X

G g
N N
-
' 0
+ COz
(4] o . X o

Figura 8 - Mecanismo provavel da quimiluminescéncia dos ddasale acridin
Fonte: Dodeigne; Thunus; Lejeune, 20
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A reacdo quimiluminescente desejada € iniciada glque do anion peréxido
no C-9 do anel acridina. Adicao de base causaranelcdo do anion Xe a formagao
do anel dioxetano, seguido pela formacdo de didéxidocarbono e a forma N-
metilacridona excitada. Essa espécie excitada pradyuimiluminescéncia mensurada
(McCAPRA, 1976; KRZYMINSKI et al, 2011). Porém, sobre condi¢bes basicas,
anions hidroxidos competem com o anion peréxidm g&l9 para formar espécies
pseudo-bases que podem reagir ou com o anion gderoxicom o anion hidroxido. Em
ambos o0s casos, N-metilacridona € produzida nodestundamental e a
guimiluminescéncia ndo é observada. Assim, a duininescéncia analiticamente util
€ somente obtida quando o éster intacto predonWd TENBACH e ARNOLD,
1992). Dessa forma, o pH da solucéo do éster sendamametro critico na utilidade do
sistema analitico (SMITldt al, 2000).

Em 1983, o éster de acridina 4-(2-succinimidilodicailetil)fenil-10-
metilacridina-9-carboxilato fluorosulfonado (figuéd foi desenvolvido para uso como
um marcador em bioensaios por causa da necessidaslébstitucdo dos radioisotopos
utilizados até entdo (WEEKS& al, 1983).

Os relatos iniciais descrevendo as aplicacfes destee fenil de acridina em
imunoensaios (WEEK®t al, 1983) e detec¢cédo de acidos nucléicos (ARNGLRI,
1989) apontaram seu potencial como marcadores @imisliagnésticos clinicos. A
principal desvantagem desses ésteres de acridinauer instabilidade resultando em
facil hidrolise da ligacao éster entre o anel &cad o grupamento fenol (SATO, 1996).
Essa instabilidade foi usada engenhosamente enognsamogéneos de sondas de
DNA onde foi observado que sondas marcadas conr égteacridina quando
hibridizadas para seus alvos eram protegidas aélisiel Portanto, sondas livresrsus
marcadas poderiam ser diferenciadas por hidrokdetiga da primeira (NELSON,
1995.

Devido a eficiéncia que o primeiro marcador ésteradridina demonstrou em
imunoensaio, muito esforco foi dedicado para sualificacdo estrutural, com o
objetivo de melhorar sua estabilidade e propriesigdémiluminescentes. Ambos Law e
colaboradores (1989) e Yin e colaboradores (20@8rréveram o uso de um éster de
acridina hidroliticamente estavel chamado dimetiteé de acridina (DMAE) que
permitiu aplicacbes comerciais desses compostosinstnumentos automatizados

(figura 9).
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Figura 9 - Modificagdo no éster de acridina (A) pela
insercdo de dois grupos metil no fenol conferindo
estabilidade hidrolitica (B)

Fonte: Smithet al, 2009.

Esses ésteres ndo apresentaram nenhuma perdaidadatiquimiluminescente
mesmo depois de uma semana a 37°C em pH 7.0 camgideque os ésteres de
acridina sem estes substituintes perdem 90% deatsuidade (SMITHet al, 2009).
Esteres de acridina quimiluminescentes estaveiamfotambém produzidos pela
substituicdo do grupo éster fenil com N-sulfonileatiamidas. Esses compostos séo
estruturalmente bastante distintos dos éstere$ deniacridina, mas eles usam os
mesmos reagentes quimicos e exibem propriedadssieas similares (NATRAJANt
al., 2010).

Além da instabilidade hidrolitica, os primeirose#et de acridina apresentavam
baixa solubilidade tornando-os inadequado parac am imunoensaios. Por isso,
diversos grupos tentam sintetizar ésteres de aarichm um alto rendimento quantico
comparavel ao sintetizado inicialmente, mas comoreai estabilidade e solubilidade
(SATO, 1996; SMITHet al, 2000, AGIAMARNIOTI et al, 2004; SMITH, 2009;
NATRAJAN et al, 2010).

A presenca e a posicdo de grupos substituintesh@lofenol ou acridina pode
influenciar no rendimento quimiluminescente doerest de acridina como mostrado
recentemente por Smith e colaboradores (2009) gapaparam VAarios compostos
ésteres de acridina com o grupo fenil ligado nascpesorto e metaalém de testar a
influéncia de grupos substituintes. Todos os ddogsaesteres de acridina preparados

exibiram quimilumescéncia na presenca de peroxeldidrogénio, e 0os compostos
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orto-ligados no anel fenol, exceto o derivado dibroragibiram uma melhoria no
rendimento quantico da luminescéncia. O derivadarofro-6-metil no anel fenol
exibiu um rendimento quéantico de luminescénciaaeke quatro vezes maior que o
analogoparaligado ndo substituido que € amplamente usado reaias biologicos.
Essa mudanca deve-se a efeitos estéricos e ebetsdmjue sdo importantes em
determinar a faixa na qual a reacéo quimilumingscecorre (SMITHet al, 2009).

Porém, ndo basta apenas avaliar as caracteristjoas influenciam a
quimiluminescéncia ou fotoluminescéncia de derigade acridina, pois, a aplicacéo
destes na maioria dos testes diagnésticos dependeadligacdo para os compostos de
interesse. O EA mostrado na figura 10 é covalenteendigado para compostos
contendo aminas primarias por meio de reacdo dgpedbd éster NHS com a amina
primaria do anticorpo (GARCIA-CAMPANA, 2002).
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Figura 10 - Reacgéo de ligacéo do éster de acridina com gruptasyamino
Fonte: Garcia-Campaiiet al, 2003.

O uso do sistema biotina-estreptavidina em imuraesasresulta em uma
amplificagdo do sinal e melhoria da sensibilida@e vezes, até préximo a 100 vezes
comparado ao método convencional. Entdo, seu umoséetornado indispensavel a
biociéncia moderna (SCORILASt al, 2005). Por isso, alguns ésteres de acridina
biotinilados (figura 11) tém sido sintetizados estados em imunoensaios
(AGIAMARNIOTI et al, 2004; SCORILASet al, 2005; LIN et al, 2008). Esses
derivados sdo moléculas bifuncionais de ligacéo senmuma técnica necessaria para
conjugacdo com anticorpos, além de apresentar bendimento quimico e
reprodutibilidade nas mensuragdes quimiluminesse{(®GIAMARNIOTI et al,
2004).
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Figura 11 - Ester de acridina biotinilado
Fonte: Scorilaset al, 2005.

Além dos ésteres de acridina biotinilados, outresnglos de derivados de
acridina sintetizados para ligantes especificosluéame ésteres de acridina-9-
carboxiamida modificados com proteina ligadoraalaté-acido félico (ADAMCZYK
et al, 2004a), fator intrinseco-vitamina B12 (ADAMCZYkt al, 2004b) e
glicoproteina-boronato (ADAMCZY et al, 2006).

Visto que os ésteres de acridina contendo éstdi&s 980 capazes de se ligar a
aminas primarias de qualquer proteina, ndo sé tieogmos, Campos e colaboradores
(2006) conjugaram o DMAE-NHS & uma classe de pratetlenominadas lectinas que
sao utilizadas em histoquimica de tecidos neomagiara identificacdo do padrdo de
expressado tecidual de carboidratos. O conjugadmlomihostrou-se uma ferramenta
potencial para diferenciacdo entre tecidos maméamomais daqueles com carcinoma
ductal infiltrante.

Nessa perspectiva, o grupo de Imobilizacdo de Bliérntas (IMOBIO) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) em cunjoom o Departamento de
Antibidticos, tem trabalhado na tentativa de deebmy uma sonda bioldgica
luminescente através da conjugacdo de lectinas demwados de acridina por eles
sintetizados. Uma hipétese recentemente testadaderivado de acridina LPSF/IP-29
(3-Acridino-2-ciano-etilester acido acrilico) cogado com a lectin€oncanavalina A
(Con A), o produto obtido mostrou-se fortementeolfohinescente, mas pouco
quimiluminescente (figura 12) (JACOME-JUNIOR 2010).
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Figura 12 —LPSF/IP-29 (3-Acridino-2-ciano-etilester
acido acrilico) ISOMERO E
Fonte: Jdcome-Junior, 2010.

2.4 Lectinas — Ferramentas biotecnolégicas emdustaca

O termo lectina é usado para designar proteinasglmoproteinas que
reconhecem e se associam de forma reversivel, ttanafanidade e especificidade a
carboidratos, sem, contudo, promover modificac@ésigas na estrutura covalente dos
mesmos e sem apresentar atividade enzimatica (L@RI&I, 1998; PEUMANS,
VANDAMME, 1996; SHARON, 2007). Com relacdo a esfiedade de
reconhecimento de carboidratos, as lectinas sapadas nos seguintes grupos: fucose,
manose, acido sialico, N-acetilglicosamina, N-dgatactosamina-galactose e grupo
glicanos complexos (PEUMANS; VAN DAMME, 1996).

Lectinas sdo amplamente distribuidas na naturendosencontradas em plantas
(MACEDO et al, 2007), microorganismos e animais (MOUR#Aal, 2006; HAVT et
al., 2005), sua ampla ocorréncia em diferentes espétacidos ou células, mostra a
importancia dessas moléculas na natureza (ELGAVSHAANAN, 1997; RUDIGER,
GABIUS, 2001).

De todas as lectinas de plantas estudadas atéGmjeanavalina A (Con A), a
lectina deCanavalia ensiformegfeijdo de porco) € o membro mais conhecido das
lectinas de leguminosas por causa de suas numeapbeacdes biologicas. Con A €
uma lectina glicose/manose-especifica, e sua esirquaternaria depende do pH, onde
a proteina é tetramérica acima de pH 7,0 com cadabémero (PM=26,000
aproximadamente) apresentando um sitio de ligag@ob@idrato, e dimérica abaixo de
pH 5,0. O dimero formado em pH baixo € o dimeroboao, e em pH neutro ou
superior dois dimeros se associam formando o tet@f8INHA et al, 2005) como

observado na figura 13.
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Figura 13 - Estrutura refinada de Concanavalina A
complexada com a-metil-D-manopiranosideo
Fonte:http://www.pdb.org/pdb/explore/images)

Mesmo sendo muito abundantes na natureza, asdectiomecaram a ser
exploradas como ferramentas em Glicobiologia soememiando a comunidade
cientifica se deu conta que os oligossacarideopmndem um sistema extraordinario
de armazenagem de informacdo de alta densidade I[@ABet al, 2002;
OPPENHEIMER, 2008). Desde entdo, diversos aspel@sdectinas para posteriores
aplicacdes tém sido amplamente estudados, comexgonplo, aplicacdo como sondas
para identificacdo de alteracdo na glicosilacdo temidos humanos ou animais
(PETROSSIANet al, 2007; MELO-JUNIORet al, 2006; MELO-JUNIORet al, 2004;
BARBOSAZet al, 2006; ANDRADEet al, 2004).

A superficie celular consiste de proteinas, lipsde® carboidratos. Os
carboidratos de glicoproteinas e glicolipideos Igezate atravessam a superficie
celular, estando, portanto envolvidos nas intemgfen outras células e substratos.
Deste modo, carboidratos desempenham um papel ahaveinteracées celulares
(OPPENHEIMER, 2006). As modificacbes em expressi@esarboidratos na superficie
celular em diferentes situacdes, como no cancelemaoser examinadas por meio do
emprego de lectinas por meio da avaliacdo de biadares teciduais, que nesse caso
s&o os carboidratos (BELTRAO, 1998; 2003).

Desse modo, alguns tumores contém carboidratos emigenos associados a
superficie celular. Estes antigenos foram usadogestas para producdo de vacinas
contra cancer, mas apenas respostas imunes fragas fnduzidas. Porém, quando

estes antigenos foram conjugados com carreadoxes)pto lectinas, uma maior



35

resposta imune foi induzida (OPPENHEIMER, 2008)sd2eforma, as lectinas podem
ser utilizadas como ferramenta para a producdo cwmmados medicamentos
inteligentes como o exemplo da figura 14 a segpie diferem dos tradicionais por
atuarem em células especificas do organismo ewtafeitos colaterais provocados
pela quimioterapia atualmente empregada (GHAZARIADIONI; OPPENHEIMER,
2010). Mas, por enquanto, agentes anti-canceddga lectinas ndo estdo sendo
utilizados clinicamente (PETROSSIA&t al, 2007), pois como algumas lectinas séo
mitogénicas, ndo se sabe ainda exatamente seu dampato frente as células
(MACIEL et al, 2004).

A : B
Droga : Droga
' e rr\ag.arlnr
Carboidrato exégeno . Lectina exdgena

Espacgo extracelular Carboidrato endégeno

Lectina enddgena

Citoplasma

Figura 14 - llustragédo esquematica de lectinas como alvosdegnticos diretos
(A) e como sondas de reconhecimento de carboideaégenos (B). (
Fonte: Ghazariaret al.,2010.

Na histoquimica, as lectinas séo utilizadas conmul@® para analise do padréo
de marcacdo e subsequente determinacdo da expressdoal dos carboidratos
especificos para as lectinas utilizadas. As lesttéan sido testadas como sondas para
auxilio em diagndsticos patologicos de tumoress#ihios metabdlicos, isto porque
nao existe um critério absoluto, dentro da patalogermitindo o reconhecimento de
moléculas malignas sem que haja a marcacdo deagélormais. Porém, o emprego
dessas proteinas nessa técnica depende de sugag@m@ucom reveladores que
permitam a identificacdo da marcacéo existente {BEAO, 1998; BELTRAO, 2003;
LIMA et al.2010).

No grupo de estudo denominado Biomarcadores no eca@mC) da
Universidade Federal de Pernambuco, ja foram eeidz estudos que empregaram a
técnica histoquimica com lectina em tumores detar@$LIMA et al, 2010; ARAUJO-
FILHO et al, 2006), estroma de tecidos neoplasicos (REGA, 2010), investigacdes
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do colon (MELO-JUNIORet al, 2004); em tumores meningoteliais (BELTRA&Oal,
2003); em pele (MELO-JUNIORt al, 2006); no sistema ovo-granuloma hepatico na
esquistossomose mansonica (GUIMARAESal, 2008), mucosa gastrica (MELO-
JUNIOR et al, 2008) além de tumores benignos e malignos de n{BERTRAO et

al., 1998; CAMPOS:t al, 2006)

No entanto, para visualiza¢do da ligacao entrénkectarboidrato na técnica de
histoquimica faz-se necessario a ligacdo das &xctempregadas a sistemas de
revelacdo como a enzima peroxidase, com ou serstes de amplificacdo avidina-
biotina, (ARENASet al, 1999; MELO-JUNIORet al, 2006; BANERJEEet al, 1995;
BROOKS, WILKINSON, 2003; COBt al, 2004), além de substancias fluorescentes
como o0 CdS-Cd(OH)zore shell quantum dott$SANTOSet al, 2006), criptatos de
lantanideos (NOVAet al, 2004) ou quimiluminescentes como o éster de iaerid
(CAMPOSet al, 2006).

A vantagem deste ultimo revelador, para a ligaeétina-carboidrato, consiste
na quantificacdo da expressao dos carboidratos,gguimiluminescéncia é dada em
Unidades Relativas de Luz (RLU), com eliminacdo sujetividade do olhar do
analisador existente nas outras formas de idesgdic. Nesse sentido a introducéo da
quimiluminescéncia na histoquimica por meio de asrekpecificas, como as lectinas,
pode melhorar a sensibilidade e exatiddo na vag#fio de diferencas existentes entre
tecidos analisados (BELTRAO, 1998), além de indizaa nova area de aplicacéo para
a quimiluminescéncia, visto que até entdo ela telm stilizada na rotina clinica de
andlise somente para deteccao de analitos em sdiKBACKA, 2003).

Vale salientar que qualquer revelador luminescesgg, ele quimiluminescente
ou fotoluminescente, apresenta vantagens sobre ewslagcbes enzimaticas na
histoquimica em tecidos com céancer, pois estas dokigias geralmente utilizam
peroxido de hidrogénio na fase de reacdo para @insemto da coloracao.
Recentemente, estudos mostram que tecidos comramesentam niveis elevados de
perdxido de hidrogénio devido alteracdes no meistinol das células transformadas
(LOPEZ-LAZARO, 2010; HEIDENet al, 2009) o que pode aumentar falsamente a
marcacao por esse tipo de metodologia.

Dessa forma, o surgimento de novos reveladoren@oise fundamentam nesse
principio € de grande valia para essa area decesfssim, os derivados de acridina
luminescentes mostram-se reveladores potenciagsgmicacao na técnica em questao.

Por isso, este trabalho destina-se a avaliar aacteaisticas luminescentes de um
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derivado de acridina produzido no Laboratorio denBjamento e Sintese de Farmacos
da UFPE, com subsequente aplicacdo em metodologjizadas pelos grupos de
Imobilizacdo de Biomoléculas (IMOBIO) e Biomarcag®mno Cancer (f8C), também

da mesma Universidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Sintetizar o Dimetil-2-(Acridin-9-ilmetileno)malota (LPSF/IP-81) e
caracterizar parcialmente suas propriedades lucenéss, seu conjugado com a lectina

Concanavalina A (Con A) e aplicar o conjugado estogjuimica com lectinas.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar o Dimetil-2-(Acridin-9-ilmetileno)malota (LPSF/IP-81) e
avaliar sua estrutura molecular por meio de cogtalfia de Raios-X,
Espectroscopias de Massa (EM), infravermelho (IV)Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN de Hidrogénio);

» Avaliar as propriedades espectroscopicas e lumeméss do LPSF/IP-81
bem como calcular seu rendimento quantico de enjissa

» Conjugar o LPSF/IP-81 a Con A e caracterizar ougalo resultante por
métodos cromatograficos, espectroscopia de luménesx, dicroismo
circular e atividade hemaglutinante;

» Empregar Con A-IP-81 em histoquimica com lectinagetidos humanos
de pele (ceratoacantoma, CBC, CEC e ceratose atire mama

(fibroadenoma) como potencial sonda molecular fistoica luminescente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos

A determinagéo do ponto de fusédo foi realizada aparelho Quimis Modelo
340.27. Na Cromatografia de Camada Delgada (CC@jrfautilizadas placas de silica
gel 60 (Merck, USA), de 0,25 mm de espessura, satdds em luz UV (254 ou 366
nm). Os espectros de IV foram realizados em pastih KBr em espectrofotometro
FTIR Modelo IFS (Bruker Daltonics, Billerica, MA, ®A). Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RNNforam efetuados em
espectrofotdmetros Varian Modelo Plus de 200 MH¥*ee300MHz. Os espectros de
massa foram registrados em espectréometro de Ma&&® MIOF Autoflex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA). A microscopia deufirescéncia foi realizada em

microscopio Leica (USA).

4.2 Reagentes

A lectina Con A e o0 Sephadex G-25 foram obtidoSid@na. Todos os reagentes
utilizados para sintese ou solubilizacdo do LPSB1lPforam de grau analitico

provenientes das marcas Acros Organics, Sigmathdilerck e Vetec.

4.3 Sintese e caracterizacdo do Dimetil-2-(Acriglitmetileno)malonato (LPSF/IP-81)

O LPSF/IP-81 foi sintetizado no Laboratério de BJamento e Sintese de
Farmacos do Departamento de Antibidticos da Unidade Federal de Pernambuco
(UFPE). A sintese do LPSF/IP-81 foi feita partirs#n-de 0,5 g de acridina-9-
carboxialdeido (LPSF/AC-2) (P.M.=207) e 0,275 mL denetilmalonato (M.M.
132,12, d=1,156), em meio benzénico (10 mL) e niadocomo catalisador (0,2125
mL), todos em concentracdes equimolares. Os resgy@ecessarios a sintese foram
colocados em baldo sob agitacdo em condensaddd°&€ Tbmdeanstarckacoplado.
Todas as etapas foram acompanhadas por CromatogeiCamada Delgada (CCD)

com o sisteman-hexano/acetato de etila (7:3). A reacédo foi rddrapos 24 horas, o
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solvente foi evaporado e o baldo armazenado aG2&Em seguida, o LPSF/IP-81 foi

purificado por cromatografia tipoflash’ (sob pressdo) em silica gel 60 Merck,
iniciando com on-hexano como solvente, depois camhexano/acetato de etila

(9,5:0,5) e, por fim, com a proporcédo 9:1 dos messmventes. A rota sintética do

LPSF/IP-81 esté descrita na figura 15. Para coafjfio da estrutura quimica proposta,
o LPSF/IP-81 foi avaliado por meio de técnicas coM@dstalografia, absor¢cdo no

infravermelho (IV) e espectrometria de massa (EMBm disso, foram determinadas as
propriedades fisico-quimicasomo dos pontos de fusdo, rendimentos e razoé=wke

(RF), luminescéncia e a capacidade de se ligar coesmmite a proteina em analise
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Figura 15 - Esquema da sintese dBSF/IP-81. A mistura reacional € mantida duradténz 110°C
até a formacao do produto desejado.

4.4 Propriedades luminescentes do LPSF/IP-81
4.4.1 Espectroscopia de Absorcéo

Depois de sintetizado, o LPSF/IP-81 foi solubilizaeim diferentes solventes
(DMF, DMSO, acetonitrila e metanol) em concentradéal,55x13 M e/ou 3,1 x16
M. Estas solug@es tiveram suas propriedades decaosaltravioleta-visivel (UV-Vis)
avaliadas num espectrofotdmetddtraspec 3000 PR(or varredura de 200-900nm,
usando cubeta de quartzo com 1 cm de espessurartiA gios valores de absorcao
determinou-se o coeficiente de extingdo molar dSR/MP-81, por meio da seguinte
fomula:

A=¢IC Q)

Os méximos de absor¢do foram utilizados como congmios de onda para

verificacdo inicial das emissdes na espectrosatpiaminescéncia.
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4.4.2 Espectroscopia de fluorescéncia do LPSF/IP-81

As medidas de fluorescéncia foram feitas em espfaatrimetro JASCO FP-

6300, utilizando cubeta de quartzo com 1 cm de mamnibptico. Foram obtidos os
espectros de emissdo por meio de fixacdo do coraptorde onda de excitacdo, que
inicialmente foi o maximo obtido na espectroscopé absorcédo. Posteriormente, a
obtencéo dos espectros de excitacdo deu-se padixda emisséo e varredura por faixa
selecionada para verificar a excitagdo. Avalioursglificacdo do perfil emissivo de
acordo com solventes utilizados e concentracdo stdscOes produzidas. Foram
avaliadas solucdes em acetonitrila, metanol, DMAVSO, diluidas ou ndo em PBS e
em concentracdes entre 1,55%10 e 3,1 x1G M. Para avaliar em qual faixa a emissdo
era linear, foi plotada uma curva padrédo em difersenoncentragdes do LPSF/IP-81.

O FITC foi utilizado como padrao nos testes redlza
4.4.3 Rendimento quantico do LPSF/IP-81

O rendimento quantico luminescente foi avaliadoaderdo com Demas e

Crosby, 1971, utilizando a seguinte equacao:

O = Ix A\'éf (/]réf) Ie)(C(Aréf) r]2X 2)
T A, (A) L 1)\ n2e

réf

Onde ref. é composto padrédo e x serd o LPSF/IP-&. a integrada do espectro de

emissao corrigida (A) é a aborbancia da solucéo utilizada no mesmg | (1) é a
intensidade da luminescéncia de excitagddeg N’ é o indice de refragdo®,,, € o

rendimento quantico do padrao. O sulfato de quifenatilizado como padréo para o

rendimento quantico fotoluminescente.
4.4.4 Avaliagdo da quimiluminescéncia
Para avaliacdo da emissdo de luz por meio da e&oitam reacdo quimica,

solucéo do LPSF/IP-81 em acetonitrila, DMF ou DM$@ exposta a dois reagentes,

sendo eles: reagente acido composto por 0,5% d&igerde hidrogénio e acido nitrico
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0,1N; e o reagente basico que contém hidréxido Gikos0,25N e surfactante em
lumindmetro modeldlodulus Sao usadas quantidades iguais das trés solugoes.

4.5 Conjugacéao do LPSF/IP-81 com a lectina Con A

A Con A é uma proteina tetramérica de 102.332 u.moaposta de 948
residuos de aminoacidos, sendo que 148 dessesiagesiggresentam cadeias laterais
terminadas em grupamentos aminas ou amidas, sdedp asparagina, glutamina,
lisinas e argininas. Assim, estes residuos sadveéssle ligacdo aos grupos ésteres
presentes no LPSF/IP-81.

Dessa forma, o LPSF/IP-81 foi submetido ao procdssoconjugacédo conforme
descrito por Weeks e colaboradores (1983). No &mtavaliou-se a influéncia das
condicbes de conjugacao por meio de planejametundbna resposta final (tabela 2).
Uma solucao de Con A, nas concentragfes espe@fiaaal tabela 2, foi incubada com
uma solucdo do LPSF/IP-81 pelos tempos e tempagindicados em cada ensaio. O
conjugado Con A-IP-81 foi separado do LPSF/IP-84 lgado por cromatografia de
exclusdo de tamanho, com Sephadex G-25, por mesudgio com tampéo fosfato de
sédio (PBS) pH 7,2 contendo NaCl 150mM. Foram edl@s 70 aliquotas de 1 mL,
num fluxo de 1mL/min. Todas as aliquotas tiverarnoateudo protéico (280 nm) e

luminescéncia (quimiluminescéncia e fotolumines@@navaliados.

Tabela 2 -Planejamento fatorial para avaliacdo da influédeiarariagdo dos fatores na resposta final
FL e AH- Atividade Hemaglutinante)

Design: 2**(4-1) design (Spreadsheet3 in sinara)
[Ester] (%) | Proteina Tempo de Temperatura FL AH

Standard (mg/ml) conjugacao (°C)
Run (h)

1 0,05 2,00 1 4
2 0,10 2,00 1 25
3 0,05 4,00 1 25
4 0,10 4,00 1 4
5 0,05 2,00 5 25
6 0,10 2,00 5 4
7 0,05 4,00 5 4
8 0,10 4,00 5 25

Depois de definir as melhores condi¢cdes de configgaainda desenvolveu-se as
conjugacdes em duas situac¢des adicionais: comgudilo do sitio de reconhecimento a

carboidrato da lectina com solucdo de 300mMu-aeetil-D-manopiranosideo e sem o
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blogueio, antes da conjugacdo. Desta forma, sdifiden possiveis alteracbes destes
sitios durante a conjugagdo e assim, concluir @eies de quaisquer alteracdes
estruturais e manutencao de sua atividade bioldgica

Para avaliacdo da ligacdo entre LPSF/IP-81 e kectis conjugados obtidos
foram analisados por cromatografia de exclusdo aleanho (Sephadex G-25),
espectroscopia de IV e MALDI-TOF.

4.5.1 Espectrometria de massa e IV do conjugado

Para verificar mudancas na massa da proteina sialandetonjugacao, por conta
da incorporacdo do LPSF/IP-81, lectina Con A e wgalo Con A-IP-81 foram
analisados por MALDI-TOF Matrix-assisted laser desorption/ionizatjonApos
conjugagdo Con A-IP-81 foi transferido para tubadsli@ON 15-mL (cutoff MW
10,000) e diluido com 10mL de &gua deionizada. Qume foi reduzido para
aproximadamente 0,5 mL por centrifugacdo a 4.508g1® minutos. As solucdes
concentradas dos conjugados foram diluidas com 10dm agua deionizada e
centrifugadas novamente para reduzir o volume. psgEesso foi repetido por um total
de 4 vezes. Finalmente, 0s conjugados concentrddosm analisados por
espectrometria de massa MALDI-TOF. A matriz utiiaafoi o acido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico — HCCA, (10 mg/mL) em acetonitriaA. / agua MilliQ / acido
trifluoracético (TFA) 3% (2,5 / 2 / 0,5). Concergéa final: ACN 50%, TFA 0,3%. A
aquisicao foi feita em modo linear positivo, comtagem de aceleracdo de 20 kV,
“Pulsed ion extraction time” (“extraction delay tiff)e 150 ns, e faixa de deteccéao:
12000 — 110000 (m/z). A calibracao foi externajasindo mistura padréo de proteinas

(Bruker). Aliguotas dos mesmos conjugados foranisats por espectroscopia de V.

4.6 Caracterizagao do conjugado Con A-1P81

4.6.1 Analises cromatograficas

Todas as cromatografias de exclusdo foram reakzada Sephadex G-25 a

eluicéo foi realizada como descrita anteriormente.
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Foram determinados o0s tempos de retencdo tanto am A (500uL,
concentracdo 4 mg/mL) quanto do LPSF/IP-81 (15ulsaacéo 0,1% em 500uL de
tampédo PBS) isolados, com propositos de compardgéoperfis de ambos eluidos
sozinhos com aquele obtido a partir do conjugadda$ as cromatografias seguiram o
mesmo protocolo descrito anteriormente (cromatagrdé exclusdo de tamanho em
Sephadex G-25, fluxo 1mL/min).

4.6.2 Atividade hemaglutinante (AH)

Para esse teste, foram utilizadas suspensdes 2\6%evhemacias de coelho
glutarizadas segundo Coelkbal, 1995. A avaliacdo da atividade hemaglutinante fo
realizada em placas de microtitulacdo (8 x 12 pognxle foram colocados 50 pL de
NaCl 0,15 M em cada poco de uma fileira. Adiciorseu50 pL da solucdo de lectina a
partir do segundo poco (o primeiro € o controleatieg) e se fez uma diluicdo seriada.
A cada poco foi adicionado 50 pL da suspensdo deaties e se incubou por 45
minutos em repouso a 2%. Todos os conjugados foram avaliados quantoaa su

atividade hemaglutinante.

4.6.3 Medidas de fluorescéncia e Dicroismo Circular

Os espectros de fluorescéncia intrinseca dos weside triptofano da Con A
isolada e conjugados Con A-IP-81 e Con A-FITC fonaralizados para verificar a
integridade estrutural da proteina apds conjugag&oandlises foram realizadas em
espectrofluorimetro JASCO FP-63000 usando cubetpjuddzo com 1 cm de caminho
optico. O comprimento de onda para a excitacdotdo®fanos foi de 295 nm e a
emissao foi monitorada no intervalo de 305 a 450 Qoando necessario foi calculado
0 centro de massa do triptofano a partir da segédnmula:

v =SviFi/ZFi 3)

onde Fi é a emissédo fluorescente no comprimentmdavi.

A técnica de Dicroismo Circular (CD), baseada nevibeda luz circularmente
polarizada incidente em compostos assimétricosarboao alfa da ligacdo peptidica
neste caso, indica o perfil dos espectros emitjglode ser associado as transicdes
eletrébnicas do carbono em diferentes vizinhancasnasricas, refletindo a estrutura
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secundéria da proteina permitindo, com a utilizagg@oprogramas quantificar alfa
hélices, folhas e voltas betandome estruturas desordenadas (KELétval, 2005).
Medidas de dicroismo circular foram realizadas espe€tropolarimetro J-815

(Jasco Corporation, Tokyo, Japan) na regidao do ($t&dte (195 a 240 nm) como a
média de 16 aquisi¢bes, a 20°C, em cubeta de qu@adm caminho Optico de 10 mm).
As solugdes analisadas continham de 1-6 uM de Cem Aampé&o PBS 100 mM, sendo
as seguintes amostras analisadas: Con A isolada padrdo, Con A conjugada sem e
com inibicdo prévia do sitio de reconhecimento ebaidrato, além do conjugado
submetido ao processo de didlise pds-conjugacda panocdo dos carboidratos
inibidores. Além destas condi¢cdes, as amostradtaeses do planejamento fatorial
foram também analisadas por dicroismo, para coafiims resultados da AH e decidir

quais as melhores condi¢cdes de conjugacéo pardxises experimentos.

4.6.4 Teste de estabilidade do conjugado Con A-IP81

Para andlise da estabilidade dos conjugados pamkiziCon A-IP81), os
conjugados em tampao PBS pH 7,2 foram armazenadoil@s de vidro ambar e
mantidos a -20° C e 4° C. Ambas as solucdes tivesaas AH, luminescéncia dos
triptofanos e fluorescéncia verificadas apés augagao (tempo zero) e depois de 1, 2,
3 e 4 semanas de armazenamento. O volume guardaeal@mbas as temperaturas foi

de 2 mL e concentracao protéica de aproximadani@ngeM.

4.7 Aplicacéo dos conjugados produzidos

4.7.1 Amostras de tecidos para histoquimica cotmbes

Para avaliacdo do potencial quimiluminescente dgugado produzido, foram
selecionados biopsias de pele diagnosticados cosratose (n=7), carcinoma
basocelular (n=22), carcinoma epidermoide (n=12) ceratoacantoma (n=6)
provenientes do arquivo do Servico de AnatomialPgima do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, além dos fratgmee pele normal (n=6).

Para os testes em microscopia de fluorescénciamfoutilizados tecidos

transformados de mama (fiboroadenoma e carcinomatalduavasivo) e pele
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(ceratoacantoma e carcinoma basocelular) todos e®) para fins avaliativos de
aplicabilidade do conjugado produzido. As amostiesnama foram dos arquivos do
Setor de Patologia do LIKA da UFPE.

4.7.2 Histoquimica com Lectinas

As biopsias selecionadas foram cortadas (8 pumaqanailuminescéncia e 4 um
para microscopia), desparafinizadas, hidratadagreos decrescentes de concentracao
de &lcool (3 x 100%, v/v, e 1 x 70%, v/v) e incumadom o conjugado Con A-IP-81
(100 pL de solugdo 100 pg/mL) por 2 h a 4° C, carstgrior lavagem com tampéao
PBS. Os tecidos foram cortados com area de 05 ems cortes obtidos foram
transferidos para tubos tigppendorfcontendo 50 pL de tamp&do PBS. Em seguida os
tecidos foram incubados com reagentes para reagaolgminescente como descrito
na secao 4.4.4, e medicdo da luz emitida em Unsd&sdativas de Luz (RLU). Os
cortes de tecidos para analise por microscopialw@escéncia ndo sofreram este
processo de corte (areas de 0,5)¢crmmas uma etapa adicional de tratamento com
solugcéo de Azul de Evans (5mg% - 20 min) antesxdabiacdo com o conjugado, para
inibir a autofluorescéncia tecidual. Os controlesafn constituidos de amostras dos
tecidos ndo transformados e de amostras previaneci®adas com o carboidrato
especifico da Con A (metil-D-manopiranosideo).

Na microscopia de fluorescéncia trés situacbedandits foram avaliadas para
confirmar a marcacéo do tecido via conjugado CdR-81: os tecidos foram incubados
com (1) conjugados Con A-IP-81 pos separacdo emnaale exclusdo molecular sem
nenhuma lavagem em tubos AMICON; (2) conjugados &dR-81 lavados quatro
vezes apO0s 0 processo de separacdo cromatograficduleos AMICON; e (3)
conjugado previamente inibido com metiD-manopiranosideo. O controle positivo foi
0 conjugado Con A-FITC (100 pL de solucdo 50 pg/nilgdos os testes seguiram o

protocolo anteriormente descrito.
4.8 Analise dos dados

Os dados obtidos foram analisados utilizando osw@&oés SigmaPlot, Excel,
Origin 8.0 e Statistica para a analise estatishisadados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizacdo quimica do Dimetdeidin-9-ilmetileno)malonato

(LPSF/IP-81)

O LPSF/IP-81 foi sintetizado apdés 24 h do inicio ®@acao através de
confirmacdo por CCD. O rendimento da reacéo foildemg, 33,4%. O mecanismo

reacional da formacéo do LPSF/IP-81 esta descaitignra 16.
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Figura 16 - Mecanismo reacional de formac¢éo do LPSF/IP-81.
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Ap6s coluna tipd'flast” em silica para separar o LPSFBR-de impurezae
evaporacao dos solventutilizados na eluicdo, houve formacée cristais amarelc
(figura 17).

»
9

Figura 17 - Cristais do LPSF/IP-81.

Formula quimicaCigH1sNOg.
C 72,02%; H 4,71%; N 4,36%; O 19,9
Massa molecular calculada: 321,1 g/}
O ponto de fusdo: 132-13€C.

Razao de frente: 0,48-hexano/acetato de etila 7

O espectro de IV (figura ) mostra a presenca de bandas caracteristice
grupos funcionais presentes ILPSF/IP-81:1.737 (carboxila), 2.918 (C3), 754
(deformacédo @H fora do plano do anel aromé monossubstituidp que confirm:

sua estrutura proposta.
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Figura 18 - Espectroscopia IV por modo vibracional LPSF/IP-81.As setas indica: 1.737
(carboxila), 2.918 (Ck), 754 (deformagédo-H fora do plano do anel aromatico monossubstiti
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Na espectrometria de massa (figura 19) os picadasbforam da massa do ion
molecular mais H+ = 322,1 e 641 duas vezes a niaskRSF/IP-81 (dimero) mais H+.
Tal resultado confirma a massa teorica proposia @aPSF/IP-81.
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Figura 19 - Espectrometria de massa do LPSF/IP-81. Matrizzatlh foi o &cido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico — HCCA, (10 mg/mL) em acetonitriaA. / agua MilliQ / acido trifluoracético
(TFA) 3% (2,5/ 2/ 0,5). Concentracao final: ACN%, TFA 0,3%. Aquisicdo em modo refletido

positivo. Voltagem de aceleracdo: 19 kV. Calibragiterna utilizando mistura padréo de peptideos
(Bruker). Faixa de deteccédo: 0 — 1300 (m/z).

Os resultados da cristalografia confirmaram a &stu molecular final,
conforme verificado na figura 20.

Figura 20 - Projecdo ORTEP-3 da molécula
LPSF/IP-81
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5.2 Propriedades luminescentes do LPSF/IP-81

5.2.1 Espectroscopia de Absorcao

Com relacéo a solubilidade, o LPSF/IP-81 mostrosedével em DMF, DMSO,
acetonitrila e metanol, mas ndo em agua ou PBSeritlanto, depois de devidamente
solubilizado nos solventes citados, a solucdo finiidh em PBS sem formacéo de
precipitado. Devido a instabilidade que os derigade acridina apresentam depois de
solubilizados, optou-se por utlizar, em todos asstds, solu¢cdes preparadas
imediatamente antes do inicio do procedimento @@segurar que nao ocorresse
nenhuma degradacdo do LPSF/IP-81 e, consequentmentiitados diferentes por
esta razao.

Os resultados para os espectros de absorcao ddIPF8Fem DMF, DMSO,

acetonitrila e metanol podem ser visualizados gnardi 21.

3,0
— LPSF/IP-81 acetonitrila 1,55x10'5 M
LPSF/IP-81 DMF l,55x10'5 M
2,5 A LPSF/IP-81 DMSO l,55x10'5 M
—— LPSF/IP-81 Metanol 1,55x10° M

Absorbéancia (u.a.)

200 250 300 350 400 450 500

Comprimento de onda (nm)

Figura 21 - Espectros de absorcdo do LPSF/IP-81 em solvewnias @
prético (metanol) e polar apréticos (DMF, DMSO etaaitrila).

Observou-se que os solventes DMF e DMSO interfeeenabsor¢cédo do
composto, enquanto que nas solucbes preparadasetamaine acetonitrila ndo se
observou interferéncia quanto a absorcdo do compdsso porque acetonitrila e
metanol possuerautoff de absor¢cdo de <190nm e <205nm, respectivamentesspa
razao, estes foram os solventes de escolha paraatises subsequentes. Além disso,
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tanto DMF, DMSO e acetonitrila sdo solventes palaneréticos, assim, ndo se espera
ter diferencas de absorcdo do LPSF/IP-81 soludiizam qualquer um deles. No
entanto, a absorcdo de composto pode variar erdheenses com diferentes
caracteristicas, como acetonitrila e metanol (BOKZ#&t al., 2003). Os perfis de
absorgcéo do LPSF/IP-81 em acetonitrila e metandéposer visualizados na figura 22
abaixo.

12

—— LPSF/IP-81 em acetonitrila
—— LPSF/IP-81 em metanol
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Figura 22 - Espectros de absor¢cdo do LPSF/IP-81 em acetandr
metanol, ambas as solucdes estdo em concentra@ib xid 0.

Nos dois solventes escolhidos (metanol e acet@a)jto LPSF/IP-81 mostrou
dois picos principais de absorcao, o primeiro patavde 250-260 nm e o segundo em
torno de 360nm. O maior pico de absorcdo em 25@ roaracteristico de compostos
que possuem o anel acridina (XIAO-JINGal, 2009). O pico de absor¢do em 360 nm
€ menor que aquele visto em 250 nm, porém essertoemio de onda se situa
proximo aos comprimentos de onda de excitacdo ergiis de outros derivados de
acridina (KRZYMINSKI et al, 2008; BOUZKY et al, 2003; KRZYMINSKI et al,
2010). Os picos obtidos em cada solucao podemsalizados na tabela 3.

Tabela 3 - Comprimentos de onda de absorcdo do
LPSF/IP-81 em diferentes solventes

Solvente A Absorcgéo 1 A Absorcéo 2
Acetonitrila 250 361
Metanol 251 360
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O coeficiente de extincdo molar do LPSF/IP-81 e 86 de 9.838 Mcm™. A
partir destes resultados, decidiu-se utilizar ods dpicos de absor¢cdo como

comprimentos de onda de excitacao iniciais na égEeopia de fluorescéncia.

5.2.2 Espectroscopia de fluorescéncia do LPSF/IP-81

Para obtencéo dos espectros de emissao foramadgsiagicos de observados
nos espectros de absorcdo, pois o comprimento da da excitacdo corresponde
aproximadamente ao de absorcdo da amostra (BOU&Y#, 2003). A partir dos
testes iniciais, foram definidos os parametros gaa composto e solugbes usadas.
Estes parametros estéo descritos na tabela 4.

Tabela 4 -Par@metros utilizados na espectroscopia de fluénesz

) Excitacdo Varredura Banda de Bandade

Composto  Solvente Resposta  Sensibilidade

(nm) (nm) Excitacdo Emissao
LPSF/IP-81 Acetonitrila 360 380-600 5nm 10 nm Média Alta
LPSF/IP-81 DMF 360 380-600 5nm 5nnm Média Alta
LPSF/IP-81 DMSO 360 380-600 5nm 10 nm Média Alta
LPSF/IP-81 Metanol 360 380-600 2,5 nm 5 nm Média Alta
FITC Acetonitrila 495 510-550 5nm 10 nm Média Alta
FITC T%,”‘B%ao 495 510-550 2,5 nm 2,5 nm Média Média
FITC DMSO 495 510-550 5 nm 5 nm Média Alta
FITC
Con A- Metanol 495 510-550 2,5 nm 2,5 nm Média Alta
P81 PBS 360 380-600 5nm 10nm Média Alta
Con A- PBS 495 510-550 5nm 5nm Média Média
FITC

Os espectros de emissao fluorescente do LPSF/IBa8lacetonitrila, com

excitacao tanto 250 nm quanto em 360 nm, podembsarvados na figura 23.
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Excitac@o 361 nm
350 A 700 +
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Figura 23 - Espectros de fluorescéncia do LPSF/IP-81 em adsgtar(il,55 x 10 M) mostrando a
diferenca de intensidade de acordo com o compriondatonda excitagdo, na esquerda quando
excitado em 250 nm e na direita, em 361.

Depois da obtencdo dos espectros de emissdo, parrnacao dos
comprimentos de excitacdo, se avaliou o espectrexi#acdo do composto nas
mesmas condi¢fes utilizadas para a emissdo. O maeénemissdo do LPSF/IP-81 em
acetonitrila foi em 428 nm, assim o espectro det@x@o do LPSF/IP-81 com emisséo

monitorada em 428 nm pode ser verificado na figdra

1,2

—— Emiss&o em 428 nm

1,0 A

0,8 A

0,6 1
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Fluorescéncia normalizada (u.a.)
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220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
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Figura 24 - Espectro de excitacdo do LPSF/IP-81 em aceilaniir,55
x 10° M). Emiss&o em 428 nm.

Como observado na figura 23, em concentragOessigaai PSF/IP-81 mostra

uma fluorescéncia cerca de 2 vezes maior quandtadaem 361 nm que em 250 nm.
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Esses resultados foram confirmados pelo espectrexd#acdo da figura 24. Essa
diferenca de excitabilidade pode ser devido a peedanergia por conversao interna ou
colisdes com o solvente, aléem disso, em 250 nnrshgemoléculas absorvem podendo
haver transferéncia de energia entre elas.

Dessa forma, a escolha de um comprimento de ondaxd#acdo para
propésitos analiticos é, usualmente, feito com haeseintensidade fluorescente e
isolamento de picos de excitacdo de substancieadaergntes (LAKOWICZ, 2006). No
caso do conjugado produzido (Con A-IP81), a subsamterferente sera a proteina
gue possui residuos de fenilalanina, tirosinamaf@no que séo fluorescentes quando
excitados proximo a 250 nm, como € o caso da fanilza com excitagdo em 260 nm.
Além disso, nessa regido, a proteina pode atuao aom supressor (substancia que
impede emissao) através de um processo de tramstee energia.

Em metanol, o LPSF/IP-81 mostrou 0 mesmo comporiemeisto em
acetonitrila. Contudo, a diferenca de intensidadesnaior, cerca de 4 vezes, como

pode ser observado na figura 25.
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Figura 25 - Espectros de fluorescéncia do LPSF/IP-81 em mefarkb x 10° M) mostrando a diferenca
de intensidade de acordo com o comprimento de excltagdo, na esquerda quando excitado em 250 nm
e na direita, em 361.

Os resultados de emissdao do LPSF/IP-81 solubilizado acetonitrila e
posteriormente diluido (1:100) em PBS, concentrdiga de 1,55 x 18M, mostrou
resultado similar aqueles vistos anteriormenteu(éig26) com relagcéo a diferenca de

intensidade de acordo com o comprimento de ondaxt#acdo. No entanto, a

diferenca de intensidade aumentou para 5 vezesiquattitado em 360 nm, além de
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haver uma mudanca no perfil emissivo (estreitamédatespectro) com um desvio para

o vermelho do maximo de emissao de cerca de 1@assando de 428 para 438 nm.
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Figura 26 - Espectro de emissdo do LPSF/IP-81
diluido em PBS (1,55 x 10M).

A partir desses resultados, o comprimento de oedaxditacdo em 360 nm foi
utilizado como comprimento de onda de escolha pardestes subsequentes. Vale
salientar ainda, que o perfil de excitacdo do LHSBL1 varia de acordo com a

concentracdo como observado na figura 27.
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Figura 27 - Espectros de excitacdo do LPSF/IP-81 (IP-81) daratites
concentracdes e diluido em acetonitrila e em PBS$strando as
diferencas no perfil de excitabilidade do compostonforme a
concentracdo. Emissédo em 428 nm.
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De acordo com a figura 27, quando concentrado, SF/IP-81 é excitado em
diversos comprimentos de onda (picos em 306, 3820, 377 e 398), mas quando
diluido em acetonitrila mostra um unico pico emmtode 340 nm. Da mesma forma que
em tampado PBS, o composto mostra apenas um picB66nmm, ou seja, devido o
solvente ocorre um desvio para o vermelho de 2@ama excitacdo do composto.

Para avaliar a influéncia do comprimento de onel&xtitacdo na emisséo do
composto, foram utilizados todos os comprimentosraia para os quais o LPSF/IP-81
mostrou excitabilidade como comprimentos de ondeaexigtacdo. Os espectros de
emissao para tal teste podem ser verificados naafig8, onde o LPSF/IP-81 estava
diluido em acetonitrila e em PBS na figura 29.
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Figura 28 - LPSF/IP-81 em acetonitrila (1,55 x J0excitado em
diferentes comprimentos de onda, onde podem seenamas as
diferencas de intensidades e desvios de emisséao.
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Figura 29 - LPSF/IP-81 diluido em PBS (1,55 x J0excitado em
diferentes comprimentos de onda, onde podem seen@mas as
diferencas de intensidades e desvios de emissao.

Como visto nas figuras 28 e 29, ndo ocorre deseiandximo de emissao
mesmo com diferentes comprimentos de onda de e&oitao entanto, ha mudanca na
intensidade da fluorescéncia do LPSF/IP-81 quaiidald em PBS e modificacdo das
bandas de emissdo quando o LPSF/IP-81 esta emmiidketo

Segundo Atvars e Martelli (2002), no caso da espgobdpia de emissdo, podem
ocorrer diversos tipos de processos produzidosqueieentracdo. No entanto, pode-se
considerar que, quando a solucédo esta diluida, ias@meé aquela caracteristica da
molécula isolada. Ao se aumentar a concentracddenpoocorrer Varios tipos de
processos: (i) formacdo de dimeros no estado eietrdundamental; (ii) formacao de
dimeros no estado eletrénico excitado, que recebaome de excimero; (iii)
transferéncia ndo-radiativa de energia; e (iv)dien@ncia radiativa de energia. Todos
esses processos interferem no espectro de fluo@aauer modificando a intensidade
total da banda quer dando lugar a bandas que mifdeguela atribuida a molécula
isolada.

Como nos testes subsequentes, o LPSF/IP-81 seldligaldo em acetonitrila e
posteriormente diluido em tamp&o PBS, o comprimédetonda de excitagdo utilizado
serad 0 360 nm. A absorcao, excitagdo e emissad’8¢M1P-81 podem ser visualizadas

na figura 30.
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Figura 30 - Espectros de absorcdo, excitacao e emissao do/IER&FE (IP-81)
diluido em PBS (1,55 x 19. Excitacdo em 360 nm e emiss&o em 428.

A alta sensibilidade € comum para praticamentes@damétodos luminescentes
e nao é extraordinario ter limites de deteccdo mesm niveis sub-picomolar. Além
disso, a intensidadeersusconcentracdo pode ser linear por varias ordemsadmitude
de concentracdo. A figura 31 mostra a curva dérealdo do LPSF/IP-81 diluido em
tampao PBS com linearidade e intensidade, em baom@entracdes, caracteristicas de

compostos luminescentes.

Curva de calibra¢do LPSF/IP-81

__ 100000 -
q

3 80000 -

= y =127957x + 9434
£ 60000 - R? = 0,995

2

9 40000 -

o

3

[T

= 20000 -

e]

©

:E O T T T 1

(7]

g 0 0,2 0,4 0,6 0,8

[ng/mL]

Figura 31 - Curva de calibracdo LPSF/IP-81, a solugdo inidial LPSF/IP-81 foi
diluido em PBS para as concentracdes desejadastas solugdes tiveram suas
intensidades fluorescéncia analisadas com excitagi860 nm e varredura de 380-600
nm. Os espectros de emissdo foram utilizados palcalar as intensidades e depois
estas foram correlacionadas com as concentra¢c8essizectivas solugdes.
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5.2.3 Rendimento quéantico do LPSF/IP-81

O rendimento quantico calculado para o LPSF/IPeBté 2%. Esse valor esta
de acordo com os valores de outros derivados d#irec{ KRZYMINSKI et al, 2010).
Em estudo sobre caracteristicas espectrais deadesvde acridina realizado por
Krzyminski et al, (2008), de vinte e quatro compostos produzidoestados, o
rendimento quantico fluorescente de somente undagiat excedeu 10 %, e apenas trés
derivados apresentaram rendimento acima de 2 %aslasldemais tiveram rendimento

guantico abaixo de 2%, ou seja, inferior ao obskngara o LPSF/IP-81.

5.2.4 Avaliacdo da quimiluminescéncia

Os resultados da quimiluminescéncia do LPSF/IP-81 @MF, DMSO e
acetonitrila, podem ser visualizados na tabela 5.

Tabela 5 -Resultados da quimiluminescéncia do LPSF/IP-81
SOLVENTE RLU1 RLU2 RLU3 MEDIA SD
Acetonitrila 4.284 4.626 4574 4,495 184,286
DMF 69.947 64.264 145570 93.260 45390,53
DMSO 6.784 6.946 6.811 6.847 86,79286

Visto que os valores de RLU do LPSF/IP-81 soluadiz em DMF foram os
maiores, decidiu-se utilizar esse solvente noggsegtiimiluminescentes subsequentes.
A baixa quimiluminescéncia do LPSF/IP-81 deve-seda presenca do grupamento
éster ligado diretamente ao C-9 do anel acridinge § o grupamento éster que
proporciona o ataque do anion peroxido ao C-9 (NAJAN et al, 2010). No IP-81,
nenhum dos grupamentos ésteres da molécula estaposicdo. Além disso, segundo
Xiao-Jing e colaboradores (2009), também ¢é fund@mh@ara a quimiluminescéncia,
que o Nitrogénio do anel acridina seja metiladas @0 auséncia da carga positiva
aumenta a densidade eletronica do anel acridisa.dsfraquece a habilidade do ataque
nucleofilico do HO, para o grupo carbonila na posicdo 9, que é esdeguenia que a

reacao quimiluminescente ocorra.
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Mesmo com intensidade baixa, a quimiluminescénai&RISF/IP-81 foi testada
em analises posteriores em tecidos transformadmss, goluz emitida pelo composto

pode ser capaz de diferenciar os tecidos analisados

5.3 Conjugacédo do LPSF/IP-81 com a lectina Con A

A avaliacéo inicial de ligacdo entre Con A e LPBRL foi feita através da
verificagdo de sobreposicdo dos picos de proteinamenescéncia em aliquotas
coletadas de cromatografia de exclusdo molecularpe@il obtido das solugbes

submetidas a conjugacao pode ser visualizado neafRp.
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Figura 32 - Perfil protéico e fotoluminescente obtido daswiitgs colhidas da
coluna de exclusédo molecular (Sephadex G-25) pfisagfo da solugcdo de
conjugacéao (500 pL da solugdo protéica, contendm 2le proteina + 15 uL da
solugdo do LPSF/IP-81, 0.1%). O contelido protéicaéterminado em 280 nm
e a fluorescéncia em espectrofluorimetro.

O perfil de eluicdo da solucdo de conjugacao doH/PPS81 com Con A mostra
sobreposicao (aliquotas de 8 a 15) dos picos deipeoe fluorescéncia, o que indica
interacdo entre a proteina e o LPSF/IP-81. Contéelao planejamento fatorial, ndo
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houve diferengas significantes em nenhuma das coesliavaliadas, por esta razéo, as
condicOes de escolha foram aquelas inicialmentegstas, a saber: 500 pL da solucdo
protéica (4 mg/mL) + 15 pL da solucédo do LPSF/IR@1%) incubada a 25 °C por no
minimo 1 hora.

Para averiguar se a sobreposicdo observada n&w@écpda apenas pela saida
simultdnea dos compostos submetidos a conjugac@onaA e o LPSF/IP-81 foram
misturados e aplicados imediatamente na colunaegeslex G-25 com posterior
eluicdo da mistura. Nao houve sobreposicdo dedbo@ncia e proteina, e o pico de
proteina ndo exibiu fluorescéncia quando excitadd60 nm (figura 33). Além disso,
o tempo de retencdo do LPSF/IP-81 mostra que, guaplicado sozinho na coluna,
ele comeca a ser eluido a partir da aliquota 80rdi 34). Assim, a luminescéncia das
aliquotas com conteudo protéico é resultante @éeagfio quimica (ainda nao avaliada)
entre proteina e LPSF/IP-81.
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Figura 33 - Espectros de emissao do conjugado Con A-IP81 hpésa de

incubacgéo e da mistura de conjugacdo imediatanagiiteada na coluna e
eluida ambos com excitagdo em 360 nm.
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Figura 34 - Tempo de retencdo do LPSF/IP-81. Quinze micrglitta solucédo

do LPSF/IP-81 (0,1%) foi misturada com 500 pL depgdo PBS, incubada por
1 h a 25 °C e depois aplicada na coluna Sephad2x &70 aliquotas foram
coletadas. Tais aliquotas tiveram sua luminescénaimlisada em

espectrofluorimetro com excitacdo em 360 nm.

A excitacdo do conjugado mostrou dois picos praisipo da proteina (280 nm) e
do LPSFIP-81 (360 nm). Além disso, o conjugado Con A-IR®tido possui espectro de
emissdo caracteristico quando excitado em 360 ném ale mostrar fluorescéncia
equivalente ao conjugado Con A-FITC (figura 35) mlaa ambos sdo excitados nas
condi¢cdes pré-determinadas para cada compostdatdyanas em concentragdo protéica
igual (320 pg/mL). Visto que o FITC possui um reneinto quantico maior que o
LPSFIP-81, esse resultado pode ser devido a uma masmtigade de LPSF/IP-81 ligado

a lectina utilizada.
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Figura 35 - Espectros de emissdo do LPSF/IP-81 (ex 360) e FITC
(ex 495) ambos conjugados a Con A e com concemsagtéicas
iguais de 320 pg/mL.

Além de manter emissdo semelhante ao compostalgsotaconjugado produzido
também mostra excitacdo nos mesmos comprimentosdiedo LPSF/IP-81 isolado, o que
indica que o processo de conjugacdo nao modificprapriedades luminescentes do
LPSF/IP-81. A mesma sobreposicdo (proteina e quinilescéncia) foi observada nas

aliquotas que tiveram sua luminescéncia determieadeumindémetro (figura 36).
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Figura 36 - Perfil protéico e quimiluminescente obtido dagjatas colhidas da
coluna de exclusdo molecular (Sephadex G-25) pdisag@o da solucdo de
conjugacdo (500 pL da solucdo protéica, contendag2de proteina + 15 plL da
solugéo do LPSF/IP-81, 0.1%). O conteldo protéicaéterminado em 280 nm e a
guimiluminescéncia em luminédmetro.
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Apesar de haver indicios, pelos dados cromatogsfiescritos anteriormente,
da interacdo entre proteina e LPSF/IP-81, o espeldr |V ndo mostrou nenhuma
alteracdo quando comparado Con A isolada e CorBA-t®m diferentes concentracdes
do LPSF/IP-81 no processo de conjugacéao (figurala) houve modificacdo aparente
das bandas da lectina isolada e daquelas submetdasocesso de conjugacao. No
entanto, tal resultado pode ser devido a multigdide de grupamentos funcionais que a
proteina possui, ndo sendo possivel a visualizadgdormacao amida entre LPSF/IP-81

e Con A.
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Figura 37 - Espectro de IV da lectina Con A isolada e do agajio Con A-
IP81 com diferentes propor¢cdes de conjugacaoe®(20beq).

A partir desses resultados, resolveu-se fazer gspeetria de massa (EM) para
averiguar se o processo de conjugacao alteravasanda proteina. A EM foi feita com
o0 intuito de observar modificacbes correspondeatesassa do LPSF/IP-81 na massa
total do conjugado. Os resultados da lectina Casokada (figura 38) e conjugado Con

A-IP81 (figura 39), podem ser visualizados a seguir
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Figura 38 - Espectro de massa da lectina Con A (m/z 12.0Q10-000). Matriz utilizada foi o 4cido alfa-
ciano-4-hidroxicindmico — HCCA, (10 mg/mL) em ac®tdla P.A. / agua MilliQ / &cido trifluoracético
(TFA) 3% (2,5/2/0,5)As analises foram feitas em duplicata em dias elifiexs.
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Figura 39 - Espectro de massa do conjugado Con A-IP81 (m@002- 110.000). Matriz utilizada foi o
acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico — HCCA, (10 mg)mem acetonitrila P.A. / agua MilliQ / acido

trifluoracético (TFA) 3% (2,5 / 2 / 0,5As analises foram feitas em duplicata em dias
diferentes.
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O resultado da figura 38 confirma a estrutura ja lestabelecida da Con A que
possui mondémeros com massa molecular de 25,626 pao em m/z aproximada de
12,940 corresponde ao mondémero duplamente carre(jiti?H]2+). No entanto,
quando comparado ao espectro de massa do conjugadofoi possivel visualizar
nenhuma modificagdo na massa da proteina. Taltadsukestd em desacordo com
aquele observado por Natrajan e colaboradores J20h@e os autores, por meio do
MALDI-TOF, observaram que houve modificacdo na raada proteina (anticorpo)
correspondente a 8 vezes a massa do éster denaartdizado por eles.

Visto que tais resultados também n&o concordam agumeles da sobreposicao
de proteina e luminescéncia, resolveu-se anals@onjugados na faixa de massa do
LPSF/IP-81 (m/z 300 — 800) com o intuito de idecdif a massa do composto. Como

pode ser visualizado na figura 40, houve detec@andssa correspondente a do
LPSF/IP-81.
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Figura 40 - Espectro de massa do conjugado Con A-IP81 (m/z-28D), mostra m/z correspondente ao
IP-81. Matriz utilizada foi o acido alfa-ciano-4dhdxicindmico — HCCA, (10 mg/mL) em acetonitrila
P.A. / 4gua MilliQ / &cido trifluoracético (TFAP8(2,5/2/0,5).

Esses resultados podem ter duas explicacdes: ndchagendo formacado de
ligagdo covalente entre Con A e LPSF/IP-81, poa estdo, a massa do LPSF/IP-81
ndo foi detectada juntamente com a massa da papi@in durante a ionizacdo com o
laser,o0 LPSF/IP-81 que estava ligado a Con A é fragmengadietectado isoladamente.
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Tais resultados necessitam de analises adicioassdeterminar qual dessas hipéteses
esta ocorrendo e confirmar a interacdo entre LIPSEYle proteina.

Depois da avaliacdo da ligacdo entre lectina e LPSF/IP@daliou-se a
integridade estrutural da Con A por meio de téapae avaliam a funcéo da lectina
(atividade hemaglutinante - AH). As técnicas cragedficas e espectroscépicas sédo
usadas de forma complementar para obtencdo demafdes que permitam
correlacionar mudancas conformacionais ou estrigtdess proteinas em suas diferentes

formas, e ainda com relacéo aos locais de interdgstas com seus ligantes.

5.4 Caracterizacéo do conjugado Con A-1P81

5.4.1 Andlises cromatogréficas

Con A é uma lectina cuja estrutura quaternaria mdgpeo pH, onde a proteina é
tetramérica acima de pH 7,0 com cada monémero eqggesdo um sitio de ligacédo a
carboidrato e abaixo de sete ela tende a assufoma dimérica preferencialmente
(SINHA et al, 2005). O processo de conjugacéo pode fazer carhga dissociacdo
dos dimeros conjugados (formadores da estrutuartética) e assim, a lectina passa
para sua forma dimérica. Tal dissociagdo pode gsuakzada por meio da
cromatografia de exclusdo de tamanho, onde as ola¢epequenas penetram nos poros
e apresentam um maior tempo de retencdo, enquantaiares sdo excluidas.

A comparacéo entre os tempos de retencao da Camaepdo conjugado Con
A-IP-81, ambos eluidos em Sephadex G-25 (figura Mdgtra que o processo de
conjugacao néo alterou a estrutura quaternariaataipa, pois tanto a proteina quanto
0 conjugado apresentaram 0 mesmo tempo de retecg@cgpenas um pequeno desvio
para esquerda. Isso indica que no processo degamdia ocorre um pequeno aumento
do tamanho da proteina e consequente diminuicdendpo de retencdo. Esse aumento

observado pode ser devido a incorporacéo das masede LPSF/IP-81 a proteina.
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Figura 41 - Tempos de retencdo do conjugado Con A-IP81 e Con A
pura, o que indica que o processo de conjugacdaltgiou a estrutura
guaternaria da proteina. ApOs aplicagdo da amawraoluna, sédo
coletadas 70 aliquotas de 1 mL cada, num fluxo wh&/rhin em
Sephadex G-25. O monitoramento foi feito pela difacia das
aliquotas em 280 nm.

4.4.2 Atividade hemaglutinante

A forma mais comum para a deteccdo da presencadi@as € o teste da
Atividade Hemaglutinacdo (KENNEDt al, 1995). Uma vez que a Con A possui
sitios de reconhecimento a carboidratos em todoseas mondémeros, mesmo que
ocorra alguma perturbacdo em sua estrutura quaterréspera-se, ainda, que ela
continue biologicamente ativa desde que nao terfiads perturbacbes em sua
estrutura terciaria, principalmente nos sitioset®mnhecimento a carboidratos.

Em nenhuma das conjugacfes realizadas, houve pdedaatividade
hemaglutinante. Isso indica, que a interacdo dr@®F/IP-81 e Con A néo altera os
sitios de reconhecimento a carboidratos da proténgerfil de hemaglutinacdo é
correspondente para o contetudo protéico das fragdletadas durante a eluicdo na

cromatografia de exclusdao molecular, como vistbquaa 42.
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Figura 42 - Perfil protéico e hemaglutinante do conjugado @oHP-81 pos
coluna de exclusao molecular (Sephadex G-25) exo flunL/min.

Esses resultados s&o similares aqueles corresgendeara lectina pura nas
mesmas concentracbes. Exemplo de diferencas ddaaliv hemaglutinante pode ser
verificado na figura 43, onde estdo as atividademsaglutinantes das lectinas que

passaram pelo processo de conjugacdo com e semamiprévia dos sitios de

reconhecimento.

= K e |
C( &) () k &\) ~ \ S 8 8 conApura
O (\ =S/ ‘ N2
i\ \. B @) &) @) ConAinibida
Con A néo
inibida
Dialisada

Figura 43 - Exemplo de atiidadehemaglutinante da Con A peird@s conjugados
Con A-IP81 com e sem inibicdo dos sitios de reccinfento antes da conjugacéo, e

dialisados pés conjugacao.

5.4.3 Medidas de fluorescéncia e Dicroismo Circular

Os espectros de fluorescéncia do triptofano deogugados e lectina isolada

podem ser visualizados na figura 44.
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Em todas as amostras avaliadas observa-se um méeiramissdo em torno de
335 nm. No entanto, o conjugado Con A-FITC apresenin pequeno desvio para o
azul quando comparado a Con A isolada e ao conmudamh A-IP-81. Nenhum
deslocamento pdde ser observado entre lectinadsol conjugado produzido,
indicando que ndo houve mudanca nas vizinhancasptofano. Esse resultado sugere
que a estrutura terciaria da proteina ndo foi esslemente perturbada pela conjugacéo,
dado confirmado pela atividade hemaglutinante énatta dos conjugados produzidos.
Quando ocorre alguma alteracdo na estrutura paotgscresiduos de triptofano séo
expostos e ocorre um desvio para o vermelho nacespde emissdo da Con A, quando
excitada em 295 (VAREJAEt al,, 2010).

Cada unidade monomérica da Con A possui 4 resideosriptofano que
mostram fluorescéncia, as diferencas de emissafludeescéncia das proteinas sao
atribuidas a forma como o anel aromatico do trgtof interage com o seu
microambiente, quanto mais exposto, maior a lurcémsia. E possivel verificar, por
meio da espectroscopia de fluorescéncia, as musladigaenovelamento protéico
(estrutura terciaria) decorrentes do processo dgigacdo por causa do aumento da
fluorescéncia decorrente da exposicdo de amincaaide estavam internalizados na
estrutura conformacional nativa. Dessa forma, aréscéncia intrinseca de proteinas
provenientes dos residuos de triptofano € um extelendicador da estrutura e
dinamica de proteinas (CHATTERJEE e MANDAL, 2003REJAOet al, 2010).

900

ConA PBS
ConA-FITC
ConA-I1P81

800 -

700 o

600 -

500 o

400 -

Fluorescéncia (u.a.)

300

200 A

100 - \

0 T T T T T T T T
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400

Comprimento de onda (nm)
Figura 44 - Espectros de emisséo dos triptofanos da Con A (pue#o), Con A-

FITC (vermelho) Con A-IP8lecionivia (verde). A excitacdo foi em 295 nm e
emisséao varriada de 305-400 nm.
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Na Figura 45 pode-se observar as medidas de Diooo@Grcular (DC) para as
amostras: Con A nativa e conjugada, com ou semic&obdos seus sitios de
reconhecimento a carboidratos, como também dagliediaada p6s conjugacao, todas
em solugéo PBS 0,01 M, pH 7,2.

ConA

------ ConA-IP81

== == == ConA inibida -1IP81

— e o w— ConA-1P81 dialisada

Elipticidade [graus]

190 200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 45 - Espectro de CD obtido para as amostras de Conr#@ fon
A-IP81 com inibicdo dos sitios de ligacdo a cartmims, e sem esta
inibicdo, além daquela dialisada.

Na proteina nativa ocorre um maximo positivo em 197 e um minimo
negativo em 223 nm, perfazendo um espectro carstater de folhas’. Quando as
lectinas sao conjugadas, pode-se observar que mimosi e maximos sdo mantidos,
indicando que a estrutura secundaria da lectindamgmerturbada pela conjugacéo. Por
esta razdo, ndo ha necessidade de proceder aagdjugom inibicdo prévia dos sitios
de reconhecimento, eliminando assim a dialise séces para remoc¢do do acucar
guando a proteina é inibida.

Mudancas estruturais nas proteinas podem ser @amusaela ligacdo de
moléculas ligantes em uma parte essencial da peot&IC fornece uma ferramenta
muito conveniente de detectar tais mudancas quenpaer examinados em diferentes
regides do espectro obtido (KELLLY, 2005).

Além disso, DC pode ser usado para avaliar asectragdes do ligante,

extensao e velocidade sobre as quais, tais mudastasurais ocorrem. Por esta razao,
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0 CD foi realizado para confirmar que nenhuma daslicoes testadas no planejamento
fatorial altera a estutura secundaria da protedwen relagdo a avaliagdo do tempo e
temperatura, bem como as concentracdes das solsigbemtidas a conjugacao, pode-
se verificar, na figura 46, que ndo houve pertuibada estrutura protéica em nenhuma
das condicdes testadas. Tais resultados corrobooamaqueles obtidos no teste de
atividade hemaglutinante.

ConA-1P81 1
ConA-1P81 2

10 _L//':\ ConA-IP81 3

ConA-1P81 4
ConA-1P81 5
—— ConA-1P81 6
ConA-1P81 7
ConA-1P81 8

Elipticidade [graus]
o

'
ol
1

-10

‘15 T T T T T
190 200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda (nm)

Figura 46 - CD dos conjugados obtidos em diferentes condi¢tgsperatura, tempo de
conjugacéo, e concentragdes de proteina e LPSE)JIFG8 numeros correspondentes a cada
conjugado é o mesmo dos ensaios da tabela 2 mastnéeriormente (ver acima).

Desta forma, pode-se afirmar que o método de cagfm desenvolvido, bem
como a presenca do LPSF/IP-81 ligado a proteina,dedestabilizaram sua estrutura

secundaria.

5.5 Teste de estabilidade do conjugado Con A-IP81

A estabilidade do conjugado produzido foi avaliagar trés testes:
luminescéncia dos residuos de triptofano, fluomseédo LPSF/IP-81 e atividade
hemaglutinante. Os resultados obtidos a partir &@louto de centro de massa do
triptofano dos conjugados armazenados a 4 °C eGCa&tao mostrados na figura 47.
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Figura 47 - Espectros de fluorescéncia dos conjugados armaaem@a4 °C (acima a esquerda) e a -20 °C
(acima a direita), e resultados do centro de mdssatriptofanos de ambos conjugados, concentracéo
protéica de aproximadamente 10 pM em tampéo PB% pH

Segundo CHATTERJEE e MANDAL (2003), a avaliacao estabilidade de
proteinas por meio de espectroscopia de fluoresgéwisa verificar o aumento da
fluorescéncia decorrente da exposicdo de amincaacjde estavam internalizados na
estrutura conformacional nativa. Assim, a fluorese intrinseca de residuos de
triptofano € um excelente indicador da estrutudenémica de proteinas. Os resultados
do centro de massa mostram que nao houve desviespectro nem aumento da
luminescéncia da proteina, ou seja, ndo houve ngadaas vizinhancas dos residuos
de triptofano. Esse resultado sugere que a edru@rciaria da proteina ndo foi
perturbada pelo armazenamento do conjugado em asliemperaturas utilizadas.

Com relacdo a atividade hemaglutinante, ndo howssifitacéo desta durante
todo o periodo de estocagem nas duas temperatarasnthzenamento, dado que

concorda com os resultados da fluorescéncia deafijiL
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Os resultados da fluorescéncia do LPSF/IP-81 dasstaas estocadas estao
descritos na figura 48.
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Figura 48 - Gréafico da fluorescéncia residual dos conjugadam @-1P81
armazenados a 4 °C e a -20 °C durante 4 seman#lsor®scéncia inicial foi
considerada 100% e as demais foram calculadas pooporcéo desta.

De acordo com os resultados da figura 49, podebsergar um aumento na
intensidade fluorescente do conjugado ao long@ohpd de armazenamento tanto para
4 °C quanto para -20 °C, porém o aumento para pogigados mantidos a 4 °C foi
maior. Esses resultados foram inesperados, pasmém observar uma diminuicao
ao longo do periodo de estocagem como demonstradd@mith e colaboradores
(2000) que avaliaram a estabilidade de conjugae®sitantes de anticorpos e ésteres
de acridina com diferentes substituintes no amelfedurante estocagem em tampdes
com diferentes pH a 4, 25 e 37°C. Os autores vardim que os efeitos estéricos dos
substituintes explicam o fato que todos 0s novospostos serem mais estaveis que 0
composto de referéncia. Além disso, o efeito depagudoadores de elétrons, como
CHs e OCH, resultam em grupos fenox substituidos mais eistévéidrélise. Em
contraste, o grupo retirador de elétron tendedeederar a hidrolise.

No caso do conjugado Con A-IP81, hidrélise entaggina e o composto pode
ter disponibilizado maior quantidade do LPSF/IPp@ta ser excitado, consequente, 0s
resultados da fluorescéncia aumentaram. Além disegp ocorra adsor¢cdo do
LPSF/IP-81 a proteina, este pode ser liberado Ilng&m estoque e provocar o aumento

observado. Essa Ultima hipotese, pode ser suporpmi@ maior aumento na
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fluorescéncia da solucdo mantida a 4 °C, pois & liguida pode ocorrer uma maior
liberacdo do LPSF/IP-81 adsorvido & proteina chZ29&C.

5.6 Aplicacdo do conjugado Con A-IP81 em histoqaémi

Os dados referentes a marcacdo com o conjugaddAdBAl, estdo na figura

49.
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Figura 49 - Histoquimica com lectina em neoplasias cutane&piierme normal (EN, n =
6); Ceratose actinica (CA, n = 7); Carcinoma epidede (CEC, n =12); Carcinoma
basocelular (CBC, n = 22); Ceratoacantoma (KA, 8).=Marcacé&o tecidual com o conjugado
forme:go pela lectina Con A (Concanavalina A) coaflay ao IP-81. Area tumoral analisada:
0,5 cnf.

Todos os tumores de pele analisados pela quimiksnéncia emitida a partir do
IP-81, KA (1,992 + 177 RLU), CA (2,127 + 332 RLWEC (2,920 + 721 RLU) e CBC
(2,934 + 579 RLU), demonstraram uma maior expressd® residuos de-D-
glicose/manose reconhecidos pela Con A, comparadte@do normal (579 + 145
RLU). Mesmo apresentando uma emissao quimilumimésaaenor que a emissédo do
éster de acridina comercial (Dimetyl-acridiniumeest DMAE) (KA = 57 vezes; CA =
63 vezes; CEC = 41 vezes; CBC = 49 vezes), o mafRLU do conjugado Con A-IP-
81 é equivalente para o perfil do conjugado Con MAE (dados ndo mostrados,
obtidos em trabalhos paralelos no mesmo laborat@u@ndo comparados com 0s
tecidos normais.

As meédias dos resultados quimiluminescentes mastrardiferencas
estatisticamente significantes entre tecido norenédansformados, mas nao entre as
neoplasias avaliadas, por meio do teste estatisfiogparamétrico delann-Whitney U
(p<0.05).
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Os resultados encontrados diferem daqueles observadr Melo-Junior e
colaboradores (2006), que observaram que as lsctiihzadas exibiram padrbes
variados de marcacdo entre as neoplasias benig#ae (CA) e malignas (CBC e
CEC). Utilizando Con A-peroxidase eles verificargue o KA exibiu padréo aberrante
de expressao dos carboidratos glucose/manose elddenpela intensa marcagao da
lectina Con A (94,7%) quando comparado a marcagdoAl Enquanto que os tumores
malignos expressaram padrbes de marcacao distjjesos diferenciou das outras
neoplasias cutaneas. O CEC exibiu marcacao signiBcapenas para a lectina PNA e o
CBC exibiu padrbes de marcacao diferentes daguobkrvados nas lesdes benignas.

No entanto, como no trabalho de Campos e colabmrad®006), onde o
conjugado Con A-éster de acridina comercial revemicapaz de diferenciar tecido
mamario com carcinoma ductal infiltrante do normal,conjugado Con A-1P-81
conseguiu diferenciar os tecidos transformadosmbomais. Campos e colaboradores
(2006) observaram uma diferenca de cerca de 50&sveaior entre a RLU do tecido
transformado e o tecido normal. A quimiluminescéneierificada a partir das
marcacodes utilizando o LPSF/IP-81 corresponde eesgfies aberrantes de carboidratos
nos tecidos avaliados, confirmados pela reduca®ldg nos testes com conjugado
inibido por sacarideo (CA 59%, CEC 53%, CBC 67%/435,5%), demonstradas na
figura 50.
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Figura 50 - Ensaio de inibicdo em histoquimica com lectina eeoplasias
cutaneas, confirmando que a diferenca de marcdedtificada pelo LPSF/IP-81 é
devido expresséo tecidual diferente dos carboidrat@lisados. Ceratose actinica
(CA, n = 7); Carcinoma epidermoide (CEC, n =12)rdBwwma basocelular (CBC,

n = 22); Ceratoacantoma (KA, n = 6). Marcagéo wgidcom o conjugado Con A-
P81 %reviamente inibido commetil-D-manopiranosideo. Area tumoral analisada:
0,5 cni.
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Além de verificar a aplicabilidade do conjugado GoiP-81 em histoquimica
através de excitagdo por reagdo quimica, testotas®ém a microscopia de
fluorescéncia como ferramenta para analise dosldeanarcados com o conjugado

produzido. Os resultados da marcacdo de tecidoGnens com diagnostico

ceratoacantoma (KA), podem ser vistos na figura 51.

Figura 51 - Tecidos humanos diagnosticados como ceratoacar(i®Aja (A) KA tratado com solucdo
Con A-IP81 com inibicdo prévia da lectina; (B) KAcubado com conjugado Con A-IP81 pré lavagem
com filtros AMICON; (C) KA incubado com o conjugadion A-IP81 pés 4 lavagens; e (D) Controle
positivo, KA incubado com o conjugado Con A-FITGsks imagens foram obtidas por excitacdo dupla
em 488 e 543 nm.

As imagens do ensaio de inibicao (A), ndo mostiaoréscéncia detectavel. Os
tecidos incubados com o conjugado Con A-IP-81 ndlometido a lavagens (B),
mostram fluorescéncia verde na camada cérnea epiedéiJa o conjugado Con A-IP-
81 lavado quatro vezes (C), ndo apresenta essagdaroa camada cérnea, enquanto as
amostras marcados com Con A-FITC (D) mostram urmanlescente forte na regido do

verde, caracteritica deste marcador.
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Os resultados dos tecidos de mama diagnosticados fibroadenoma, podem

ser visualizados na figura 52.

=t g pm

Figura 52 - Tecidos humanos diagnosticados como fibroadendibja (A) Fib tratado com solucéo de
Azul de Evans; (B) Fib incubado com conjugado CeRIAC; (C) Fib incubado com o conjugado Con
A-IP81 pré lavagem com filtros AMICON; e (D) Fibcmbado com o conjugado Con A-IP81 pos 4
lavagens com filtros AMICON.

A avaliacdo das imagens de microscopia de fluonesgéa faixa de 500-535
nm, de amostras teciduais com fibroadenoma, mqsaos tecidos tratados somente
com Azul de Evans (A), ndo mostra fluorescéncieaatel. As amostras marcados
com Con A-FITC (B) mostra uma forte fluorescéncaaragiao do verde, caracteritica
do FITC. Da mesma forma, os tecidos incubados caungugado Con A-IP-81 néao
submetido a lavagens (C), mostra fluorescéncia foat regido do verde. No entanto,
quando o conjugado Con A-IP-81 é lavado quatrosjezmorre uma drastica reducédo na
fluorescéncia emitida (D).

Essa diminuicdo observada na imagem D pode sedaewi natureza das
ligagbes entre Con A e LPSF/IP-81 serem do tip@ofranmas esses resultados

necessitam de analises adicionais.
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A diminuicdo da fluorescéncia do conjugado Con AIPapos lavagens, foi
confirmada através da andlise das emissfes doagealtyjs pré e pos lavangens, na
espectroscopia de fluorescéncia (figura 53).

—— ConA-IP81 pré-lavagem
400 - —— ConA-IP81 p6s-lavagem

300 A

200
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100

O T T T T
400 420 440 460 480
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Figura 53 - Espectros de emisséo do conjugado Con A-IP81 ndo
submetido ao processo de lavagens, e apés o pooakss
lavagens (4 vezes em tubos AMICON). Excitacdo ethr86.

Esses resultados explicam a diminuicdo, observadfignra 52, da emisséo
fluorescente dos tecidos marcados com o Con A-|p8& ocorre uma diminuicédo de
guase 100% (pico de 400 para aproximadamente 20Pda emissao do conjugado

apos as lavagens. Além disso, a emissao fluoregertitacdo em 360 nm) dos 4
lavados corroboram esses dados (figura 54).
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Figura 54 - Espectros de emissdo dos lavados, mostrando emiss&ntanto
essa emissdo diminui com o aumento das lavagenkvagens foram feitas
em tubo AMICON, por 10 min a 4.500g. Excitagcao 50 8m.

Esses achados da diminuicdo da fluorescéncia axplecam aqueles resultados
encontrados no MALDI-TOF e IV do conjugado Con A1P pois a preparacdo das
amostras incluiu 4 lavagens em tubos AMICON, tgoata remocao do tampéo, quanto
do derivado de acridina que n&o estivesse covahemte ligado.

Faz-se necessario, portanto a insercdo de grupasnésteres mais reativos,
como os ésteres NHS utilizados em diversos mareadderivados de acridina
(WEEKS et al, 1983; SMITHet al, 2000; SMITHet al, 2009; NATRAJANet al,
2010) para que ocorra formacao de ligagcéo covalégeeao amida) entre LPSF/IP-81
e proteinas desejadas. Os resultados indicam ggreipamentos ésteres do LPSF/IP-81
nao estdo quimicamente posicionados de forma nmeddiva para o processo de
conjugacao.

Esses resultados confirmam que os derivados deirecpodem ser utilizados
como marcadores de sondas para identificacdo deabiadores teciduais na técnica de

histoquimica, por meio de analise com microscopiflubrescéncia.
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6 CONCLUSAO

O novo derivado de acridina Dimetil-2-(Acridin-9rétileno)malonato
(LPSF/IP-81) foi sintetizado e teve sua estrutwranica elucidada por cristalografia,
espectroscopia de infravermelho, ressonéncia miagnBticlear e espectrometria de
massa.

O LPSF/IP-81 mostrou-se fotoluminescente em tom®ssolventes testados,
inclusive em tampéo PBS, com excitacdo em 360 remissao entre 428 e 438 nm,
dependendo do solvente no qual ele estd solubdiz&l rendimento quantico
luminescente do LPSF/IP-81 foi de 2 %. Na quimilmescéncia, o LPSF/IP-81
apresentou baixa RLU, o que é explicado pela es&umolecular do derivado
produzido, por ndo apresentar a carbonila ligadaCa® que permite o ataque
nucleofilico e consequente formacédo da 9-acridona.

O processo de conjugacao do LPSF/IP-81 com a ée@oncanavalina A (Con
A) néo alterou as propriedades luminescentes dd-IlPSB1, nem a estrutura terciaria
da proteina, o que foi confirmado por meio de mggattomatograficos, espectroscopia
de luminescéncia, dicroismo circular e atividadendglutinante para o conjugado
obtido.

O LPSF/IP-81 apresentou fluorescéncia e quimilust@ecia capazes de
diferenciar os tecidos analisados na técnica dedugémica com lectinas. Os resultados
obtidos indicam que o LPSF/IP-81 pode ser usadoocmwelador em histoquimica
para avaliacdo de carboidratos de glicoconjugadosuperficie celular em tecidos

cutaneos e de mama.

Este trabalho tem como perspectivas:

» [Estabelecer a natureza da ligacéo entre LPSF/E&dn A.

e Conjugar o LPSF/IP-81 com outras lectinas e arm®e aplicar os conjugados
obtidos em histoquimica;

» Alterar os grupos reativos para proteina do LPS81P

» Sintetizar e testar outros ésteres de acridina pwdancas estruturais que

favorecam a quimiluminescéncia.
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DERIVADO DE ACRIDINA COMO REVELADOR LUMINESCENTE PARA
IDENTIFICACAO DE BIOMARCADORES (IP-81)

RELATORIO DESCRITIVO

Campo da Invencdo

A presente invengdo refere-se a sintese de derivado de acridina luminescente
(IP-81), producdo de conjugado com biomoléculas por meio da ligagdo com IP-81, e
aplicagdo do conjugado obtido na identificagdo e/ou diferenciagio de tecidos

neoplasicos ou sadios.

Antecedentes da Invencdo

Existe um interesse e demanda crescentes por marcadores fluorescentes para
uso na marcagao e deteccao de materiais bioldgicos. Marcadores fluorescentes sao
geralmente estaveis, sensiveis e uma ampla faixa de métodos sdo agora disponiveis
para a marcacdo de biomoléculas. Tipicamente, o espectro de emissdo de um
marcador fluorescente é uma propriedade caracteristica do composto e a intensidade
de tal emissdo serve para detectar materiais marcados com tais moléculas
fluorescentes.

As acridinas sdo compostos heterociclicos contendo aminas secundarias ou
tercidrias dentro do sistema de anéis que possuem a habilidade de interagir com
outros componentes. Por isso, esses compostos podem ser aplicados em diversas
areas como diagndstico e terapéutica. Entre as caracteristicas apresentadas por esses

compostos, de particular interesse é sua habilidade para interagir com radiagao
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Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) por causa de uma absorcdo relativamente forte de
radiagao ultravioleta e emissao de radiagao na regido do visivel. Como resultado,
derivados de acridina podem ser potencialmente usados como sensores espectrais ou
como marcadores fluorescentes. Acridonas eletronicamente excitadas também
ocorrem quando oxidantes fortes, por exemplo, perdéxido de hidrogénio em meio
alcalino reagem com tais compostos. Esses processos abrem possibilidades para o uso
dessas entidades como indicadores quimiluminescentes ou parte de sondas
fluorescentes.

A patente US2004/0191792, intitulada “Acridone derivatives as labels for
fluorescence detection of target materials”, de 30 de setembro de 2004, descreve a
producdo e aplicacdo de novos derivados de acridona com tempos de meia vida
fluorescente caracteristicos, onde o tempo de vida fluorescente é entendido como o
tempo em que a molécula permanece no seu estado excitado apds sofrer excitacao
por uma fonte de energia eletromagnética. Estas moléculas podem ser usadas como
reveladores por meio da ligagdo com moléculas alvo. Esta série de derivados de
acridona apresenta diferentes tempos de meia vida, mas iguais comprimentos de onda
de excitacdo e de emissdao que permitem aplicagbes multiparamétricas no mesmo
ensaio. No entanto, a aplicagao descrita para as moléculas produzidas se restringe a
identificacdo diferencial dos analitos de interesse em analise simultdnea por meio da
ligacdo prévia com o revelador, como, por exemplo, em eletroforese.

Ja a patente US 2010/0099077 intitulada “Stable acridinium esters with fast
light emission”, de 22 de abril de 2010, descreve ésteres de acridina

guimiluminescentes com rdpida emissdo de luz e estabilidade hidrolitica quando
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comparados com aqueles utilizados no estado da técnica atual. Tais ésteres nao
apresentam perda de suas caracteristicas quando conjugados com anticorpos,
podendo ser empregados em imunoensaios. Porém, a invencdo se restringe as
propriedades quimiluminescentes dos compostos produzidos, sendo que tais
moléculas podem ser também valiosas em ensaios fluorescentes. Além disso, esta
invencao limita o uso dos derivados de acridina quimiluminescentes a imunoensaios.

Além do uso para producgdo de compostos empregados em testes diagndsticos,
como imunoensaios, a acridina é utilizada para sintese de medicamentos, como
antitumorais. Nesse sentido, a patente PI0203747-5, intitulada “Moléculas com
atividade antitumoral e processo para sua obtencdo”, de 12 de maio de 2004, mostra a
utilizacdo da acridina para sintese de moléculas com propriedades terapéuticas, mas
ndo analisam suas propriedades fluorescentes que podem ser exploradas na drea de
diagnodstico de varias doencgas.

Uma aplicacdo de éster de acridina quimiluminescente é conseguida pela
ligacdo deste a uma classe de proteinas denominadas lectinas que reconhecem
especificamente carboidratos livres ou ligados. O conjugado lectina-éster de acridina é
adequado para diferenciacdo entre tecidos neopldsicos malignos ou benignos e tecidos
sadios, devido uma modificacdo do padrdo de expressdo de carboidratos nestes
tecidos. Isso mostra que os derivados de acridina sdo moléculas potenciais para
técnicas diagnosticas que empregam tecidos, além de validar os carboidratos como
marcadores de células cancerosas.

Os marcadores tumorais sdo biomoléculas produzidas pelas células cancerosas

ou pelo organismo devido a presenca do tumor em quantidades significativamente
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maiores ou menores que em tecidos normais. Biomoléculas tumor-especifico podem
ser ativamente secretadas ou produzidas por células tumorais ou liberadas na
circulacdo de pacientes por causa da necrose e apoptose no ambiente tumoral.

A patente US 2011/0045494 A1, intitulada “Cancer detection methods and
techniques”, de 24 de fevereiro de 2001, descreve um método de deteccdo da enzima
CYP1B1 em pacientes com cancer. O método descreve essa enzima como um marcador
tumoral universal e emprega técnicas, como espectrometria de massa, para detecgao
do produto produzido apds administracdo oral do substrato especifico para enzima
citada. O produto da enzima é excretado na urina dos pacientes investigados. Nesse
caso, a invengdo descredencia uma gama de marcadores tumorais ja estabelecidos e
gue sdo de valor para diagndstico e progndstico do cancer, como os carboidratos, que
podem consideravelmente estar alterados nas células tumorais. Além do mais, a
invencdo usa técnicas de alto custo para identificacdo do produto produzido pela
enzima CYP1B1, o que dificulta a inser¢do do método na rotina.

A utilizagdo de carboidratos para diagndstico do cancer é demonstrada na
patente US2004/0132118 intitulada “Method of diagnosing breast cancer” de 08 de
julho de 2004, descreve um método diagndstico para cancer de mama. O método
descreve o uso de carboidratos em amostras preparadas de tecidos humanos de
mama, leite, soro ou plasma, pela identificacdo da expressio de
GalNAcB1->4GIcNAcB1-> no terminal ndao redutor da cadeia ligada ao aminoacido
Asparagina. De acordo com o método diagndstico da invencdo, modificacdes na
expressao de carboidratos em células do cancer de mama podem ser utilizadas ndo so

para diagndstico, mas também para gradacdo dos niveis de malignidade e progndstico
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pds-cirurgia. Nessa invencdo, a identificacdo do carboidrato de interesse da-se por
meio de lectina especifica para o carboidrato supracitado. Nesse caso, as lectinas sdo
conjugadas com a enzima peroxidase e posteriormente reveladas com
diaminobenzidina, que é uma substancia comprovadamente neurotdxica. Além do
risco a saude, essa metodologia necessita do uso de perdxido de hidrogénio, que em
tecidos com cancer estdo comprovadamente em niveis elevados, o que atrapalha ou
aumenta falsamente a marcagao por esse tipo de metodologia.

Nesse mesmo sentido, a patente Pl 0503991-6 A “Técnica histoquimica para
diagndstico auxiliar quantitativo de neoplasias baseada na luminescéncia de lectinas
conjugadas com compostos luminescentes” de 29 de maio de 2007, descreve um
método para analise de bidpsias de tecidos suspeitos de neoplasias benignas e/ou
malignas, através do emprego de lectinas conjugadas com compostos luminescentes,
em particular compostos organicos de terras raras. Tal invengdao aponta o potencial da
técnica criada para diagndstico de neoplasias humanas e animais, no entanto o
exemplo utilizado para validar o método inventado nado inclui os derivados de acridina
que sao fortemente luminescentes e demonstram alta sensibilidade de detecgao.

Nota-se pelo exposto que a maior parte dos derivados de acridina
luminescentes produzida é utilizada, quase que exclusivamente, em imunoensaios,
enguanto técnicas de identificacdo tecidual como as citadas anteriormente empregam,
na maioria das vezes, enzimas (peroxidase) ou compostos luminescentes que ndo sdo
derivados da acridina.

Dessa forma, o objetivo da presente invencdo é: (i) descrever a sintese de um

derivado de acridina (IP-81), (ii) suas propriedades luminescentes, (iii) sua ligacdo com
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biomoléculas adequadas e (iv) aplicagdo na identificacdo e/ou diferenciacdo de tecidos
neoplasicos ou sadios. Vale ressaltar que a aplicacdo é conseguida pela ligacdo do
composto produzido com biomoléculas, como por exemplo, lectina ou anticorpo, que
reconhecem determinada molécula alvo no tecido analisado, pois o processo de
conjugacdo ndo modifica as propriedades luminescentes do derivado de acridina nem
tampouco a especificidade da biomolécula de reconhecimento.

O conjugado produzido servird para analise de tecidos na técnica de
histoquimica por meio da andlise em microscopia de fluorescéncia ou qualquer outro
aparelho capaz de detectar a luminescéncia do IP-81. Isto eliminara os riscos a saude
trazidos por substancias como diaminobenzidina e proporcionard maior acuracia a
identificacdo das estruturas pesquisadas, visto a maior sensibilidade do marcador
fluorescente produzido. Assim, os produtos ora propostos por essa invengao se

diferenciam dos atualmente empregados na técnica de histoquimica.

Descricdo da Invencdo

Numa primeira modalidade preferida, descreve-se a rota sintética utilizada para
obter o IP-81 luminescente, onde a partir de acridina-9-carboxialdeido (AC-2) e
dimetilmalonato obtém-se o 2-Acridin-9-ylmethylene-malonic acid dimethyl Ester (IP-
81), em meio benzénico e morfolina como catalisador, ndo se restringindo apenas a
este solvente e catalisador, respectivamente. Depois de sintetizado, o IP-81 é
submetido a conjugacdo com uma biomolécula, como proteinas, acidos nucléicos,
enzimas, carboidratos ou outras biomoléculas adequadas para ligacdo, obtendo-se o
conjugado biomolécula-IP81, com posterior aplicagdo em técnica de histoquimica e

avaliacdo da luminescéncia emitida.
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Para preparagao do IP-81, todos os reagentes necessarios a sintese sdo
colocados sob agitacdo em condensador com temperatura igual ou superior a 100 °C.
As etapas sdao acompanhadas por Cromatografia de Camada Delgada (CCD), HPLC ou
outra técnica adequada para verificagdo da formagdo do produto desejado. Em
seguida, O IP-81 é purificado da mistura reacional por cromatografia tipo “flash” em
silica gel 60, com formacgdo de cristais. Porém, ndo se restringindo apenas a este
método de purificacdo.

O rendimento da reacdo foi de 33,4%, ponto de fusdo do IP-81 132-134°C, peso
molecular 321. O produto purificado foi submetido a analises de cristalografia,
espectroscopia de IV, MS e RMN He 13’C, tais técnicas confirmam a estrutura quimica
proposta para o IP-81 que estd mostrada na Figura 1.

Numa segunda modalidade preferida, a presente invengdao descreve as
propriedades luminescentes do IP-81. De forma geral, a avaliacdo das propriedades
luminescentes do IP-81 é feita solubilizando o composto em acetonitrila, ou em
qualquer outro solvente em que o composto mostre solubilidade, como
Dimetilformamida (DMF) ou Dimetilsulféxido (DMSO), e verificacdo da absorcdo em
espectrofotémetro UV-Vis por varredura. Em seguida, para obtencdo dos espectros de
emissdo, utilizam-se os picos de absorc¢do (tabela 1) como comprimentos de onda de
excitacdo em espectrofluorimetro. Por meio da fixacdo do comprimento de onda de
excitacdo, a emissdo é varrida por uma faixa selecionada de acordo com o composto
analisado. Para obtencdo dos espectros de excitacao, é fixado o comprimento de onda

de emissdo e faz-se a varredura da excitacdo. O isotiocianato de fluoresceina (FITC) foi
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analisado estdo presentes na tabela 1.

Tabela 1. Parametros utilizados na espectroscopia de luminescéncia

utilizado como padrdo nos testes realizados. Os dados referentes a cada composto

A Excitagdo

Varredura

Banda de

Banda de

Composto  Solvente (nm) (nm) Excitagio Emissdo Resposta  Sensibilidade
IP-81 Acetonitrila 360 380-600 5nm 10 nm Média Alta
IP-81 DMF 360 380-600 5nm 5nm Média Alta
IP-81 DMSO 360 380-600 5nm 10 nm Média Alta
IP-81 Metanol 360 380-600 2,5nm 5nm Média Alta
FITC Acetonitrila 495 510-550 5nm 10 nm Média Alta
FITC Tagl’fo 495 510-550  25nm  2,5nm Média Média
FITC DMSO 495 510-550 5nm 5nm Média Alta
FITC Metanol 495 510-550 2,5nm 2,5nm Média Alta

ConA-IP81 PBS 360 380-600 5nm 10nm Média Alta

ConA-FITC PBS 495 510-550 5nm 5nm Média Média

O IP-81 mostra fluorescéncia em todos os solventes testados, inclusive quando

diluido em tampao fosfato de sédio 0,01 M contendo NaCl 0,15 M (PBS). A Figura 2

mostra o espectro de emissdo do IP-81 em acetonitrila concentracdo 1,55x10° M

qguando excitado em 360 nm, porém o composto mostra excitagdo em outros

comprimentos de onda e este perfil de excitacdo varia de acordo com o solvente

utilizado e concentragao da solugdo analisada. Na figura 2 podem ser visualizados os

espectros de absorcdo, excitacdo e emissao do IP-81.

A Alta sensibilidade é comum para praticamente todos os métodos

luminescentes e ndo é extraordinario ter limites de deteccdo mesmo em niveis sub-

picomolar. Além disso, a intensidade versus pontos de calibracdo de concentragao
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pode ser linear por varias ordens de magnitude de concentracdo. A figura 3 mostra a
curva de calibragao do IP-81 diluido em tampao PBS com linearidade e intensidade,

em baixas concentragdes, caracteristicas de compostos luminescentes.

Na terceira modalidade preferida, tem-se a conjugacdo do IP-81 a biomoléculas
de interesse. Visto que o IP-81 possui grupos ésteres, ele pode se ligar a determinadas
biomoléculas, como lectina, por meio de um processo de conjugacdo. A ligacdo de
moléculas ligantes, tais como lectina ou outras proteinas, a derivados de acridina ja é
bem estabelecida e esse processo é comumente chamado de reacdo de conjugacdo e
a proteina marcada é chamada de conjugado. Tipicamente, no caso das proteinas, um
grupo reativo, no marcador, reage com uma amina da proteina para formar uma

ligacdo amida.

De forma geral, o conjugado formado pela ligacdo do IP-81 com a lectina
Concanavalina A (ConA), ou qualquer outro tipo de lectina, pode ser obtido pela
incubagdo de uma quantidade determinada da lectina com um volume desejado do
IP-81 em um solvente no qual o IP-81 mostre solubilidade. A mistura pode ser
incubada por tempo minimo de 10 minutos a qualquer temperatura igual ou superior
a 4 °C. Os conjugados ConA-IP81 foram caracterizados por meio de cromatografia de
exclusdo de tamanho; dicroismo circular, fluorescéncia e teste de atividade
hemaglutinante. Os resultados obtidos a partir destas técnicas indicam que a
estrutura tercidria da lectina ndo sofre alteracbes no processo de conjugacdo,

mantendo sua atividade de reconhecimento de carboidratos inalterada.
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O perfil de eluicdo da mistura de conjugagdo do IP-81 com ConA (Figura 4)
mostra a sobreposi¢cdo dos picos protéico e fluorescéncia, o que indica a ligagao entre
a proteina e o IP-81. O conjugado ConA-IP81 obtido possui espectro de emissdo
caracteristico quando excitado em 360 nm, além de mostrar fluorescéncia equivalente
ao conjugado ConA-FITC (Figura 5) quando ambos sdo excitados nas condi¢Ges pré-
determinadas para cada composto (Tabela 1), mas em mesma concentragdo protéica.
Para averiguar se a sobreposicdo observada ndo é provocada apenas pela saida
simultdnea dos compostos submetidos a conjugacdo, a ConA e o IP-81 foram
misturados e aplicados imediatamente na coluna com posterior eluicdo da mistura.
N3o houve sobreposicdo de fluorescéncia e proteina, e o pico de proteina ndo exibiu

fluorescéncia quando excitado em 360 nm.

Além de manter emissdao semelhante ao composto isolado, o conjugado
produzido também mostra excitacdo nos mesmos comprimentos de onda do IP-81
isolado, o que indica que o processo de conjugacdo, além de ndo alterar a estrutura

da proteina, também ndo modifica as propriedades luminescentes do IP-81.

Numa quarta modalidade preferida, a presente invengdo apresenta a utilizagdo
do conjugado lectina-IP81 em testes de identificacdo e/ou diferenciagcdo de tecidos
transformados e/ou sadios humanos ou animais. A técnica de aplicacdo de tais sondas
para identificacdo de carboidratos em tecidos ja esta bem estabelecida. Depois de ser
preparado adequadamente, o tecido investigado é incubado com uma determinada
guantidade de conjugado (ConA-IP81, por exemplo) suficiente para cobrir toda a area

tecidual. Apds o periodo de incubagdo, o tecido é lavado com tampdo PBS ou



10

15

20

25

11/11

qualquer solugdo capaz de retirar o conjugado nao ligado. Posteriormente, o tecido é
analisado e as marcac¢des protocoladas. Para assegurar que a marcagdo visualizada é
devido ligacdo conjugado-tecido, é feito controle negativo com inibicdo prévia dos
sitios de reconhecimento da lectina com o carboidrato especifico que no caso da ConA

¢é a a-D-glicose.

O conjugado ConA-IP81 foi testado em tecidos normais e transformados de
pele e mama. Em todos estes, ha marcacdo, o que indica o potencial de aplicacdo do
conjugado produzido. A analise da luminescéncia foi feita por meio de microscopia de
fluorescéncia e luminémetro, o que ndo exclui a utilizacdo de qualquer outro aparelho
capaz de detecc¢do ou a analise da luminescéncia do composto. Os resultados obtidos
indicam o potencial de aplicacdo tanto do composto produzido quanto do conjugado

obtido a partir do IP81 com biomolécula desejada que seja passivel de ligacao.
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REIVINDICACOES

1. Processo na forma de derivado de acridina como revelador
luminescente caracterizado por identificar biomarcadores em tecidos neoplasicos ou

sadios, humanos ou animais.

2. Processo na forma de sintese de derivado de acridina (IP-81) tal como
descrito na reivindicacdo 1 caracterizado por rota sintética iniciar-se com acridina-9-
carboxialdeido (AC-2) e dimetilmalonato, com férmula quimica 2-Acridin-9-

ylmethylene-malonic acid dimethyl ester.

3. Produto na forma de IP-81 tal como descrito nas reivindicagdes 1 e 2
caracterizado por apresentar propriedades luminescentes por meio de luz emitida

guando excitado em comprimento de onda desejado.

4, Produto na forma de IP-81 tal como descrito na reivindicacdo 3

caracterizado por apresentar luminescéncia em 426 nm quando excitado em 306 nm.

5. Produto na forma de IP-81 tal como descrito na reivindicacdo 3

caracterizado por apresentar luminescéncia em 426 nm quando excitado em 320 nm.

6. Produto na forma de IP-81 tal como descrito na reivindicacdo 3

caracterizado por apresentar luminescéncia em 426 nm quando excitado em 360 nm.

7. Produto na forma de IP-81 tal como descrito na reivindicacdo 3

caracterizado por apresentar luminescéncia em 426 nm quando excitado em 398 nm.

8. Produto na forma de conjugado biomolécula-IP81 tal como descrito na
reivindicacdo 1 caracterizado por ligar-se a moléculas alvo de interesse e permitir a

identificagdo desta ligagdo por meio da luz emitida pelo IP-81.

9. Produto na forma de conjugados lectinas-IP81 tal como descrito na
reivindicacdo 8 caracterizado por serem compostos formados por quaisquer lectinas,
naturais ou sintéticas, ligadas covalentemente, ou por meio de interagdes fracas ao IP-

81, com finalidade de uso para reconhecimento de biomarcadores teciduais ou séricos.
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10. Produto na forma de conjugado Concanavalina A -IP81 tal como
descrito na reivindicades 8 e 9 caracterizado por identificar residuos de D-manose/D-

glicose presentes nos tecidos transformados.

11. Produto na forma de conjugado Concanavalina A -IP81 tal como
descrito na reivindicacdo 8, 9 e 10 caracterizado por identificar residuos de

carboidratos alvo em tecidos de cancer de mama e de pele.
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DERIVADO DE ACRIDINA COMO REVELADOR LUMINESCENTE PARA
BIOMARCADORES (IP-81)

RESUMO

A presente invencdo refere-se a sintese do derivado de acridina (IP-81), ligacado
deste a uma biomolécula, como proteinas, anticorpos, enzimas, acidos nucléicos
dentre outros, para producao de um conjugado biomolécula-IP81 e posterior aplicacdao
em técnica de histoquimica para analise de biomarcadores em tecidos sadios ou

transformados.
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Figura l
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Figura 2

1,2

Excitagéo IP-81 (Em426)
—_—— Emisséo IP-81 (Ex360)
5

Abs IP-81 1,55x10

\ - 0,6

Absorbancia

\ - 0,4

250 300 350 400 450 500 550 600

Comprimento de onda (nm)

- 0,8

Fluorescéncia normalizada (u.a.)

0,2



3/5

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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