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(57) Resumo: SONDA MOLECULAR PARA IDENTIFICAGAO DE
TECIDOS. A presente invengao relata uma sonda molecular
histoquimica e o processo de obtengédo desta. A sonda é construida
pela conjugagédo de um derivado de acridina, cyanoacridin-9-yl-
ethylacrylate ester, a lectinas, em particular a Concanavalina A e a
Peanut Aglutinine, que permite identificacbes de carboidratos
especificos de superficie celular reconhecidos pelas lectinas
conjugadas. Este procedimento pode ser estendido a outras proteinas
como enzimas, anticorpos, antigenos e receptores e permite a
identificacdo dos complexos especificos que irdo formar nas células,
nos tecidos ou fluidos biolégicos. Entre as vantagens da invengéo tem-
se a classificagdo/caracterizacéo de tecidos normais e transformados
de forma objetiva e semi-quantitativa levando em consideragao a
intensidade da luz, localizagédo da marcagéo e a proporgao de células
marcadas; diagndstico mais rapido; uso de amostras também de
tecidos ou invés de apenas moléculas; e a versatilidade na leitura da
luminescéncia o que permite a utilizacdo de amostra liquidas ou
solidas.
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SONDA MOLECULAR PARA IDENTIFICACAO DE TECIDOS

Campo da Invencdo

A presente invengdo tem aplicagdo na area de saude e pratica
forense.

Particularmente a invencdo auxilia na identificagdo de tecidos
baseada na expressao de carboidratos.

Pode ser usada tanto para diagndstico de patologias como na
identificagdo de tecidos sadios, especificos de cada regido do corpo
humano.

Sumario

A presente invengao relata uma sonda molecular histoquimica
construida pela conjugacdo de um derivado de acridina a lectinas que
permitira as identificagdes dos carboidratos especificos de superficie celular
reconhecidos pelas lectinas conjugadas. Este procedimento poderd ser
estendido a outras proteinas como enzimas, anticorpos, antigenos e
receptores permitindo a identificacdo dos complexos especificos que irdao
formar nas células, nos tecidos ou fiuidos bioldgicos.

Anterioridades: Estado da Técnica

Entre os principais documentos encontra-se as patentes
WQ0/2004/024058, US 2,010,255,500 e US 2,010,233,185.

A Patente WO/2004/024058 descreve o problema que azolidinas e
acridinas sao compostos efetivos contra doencas infecciosas podendo ser
utilizados como agentes anticancer e resolve desenvolvendo tiazacridinas e
imidazacridinas com atividade antitumoral, utilizando sintese quimica e

testes antitumorais com camundongos. Mas, nao resolve o problema da
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marcacdo de proteinas uma vez que ndo € testada as propriedades
juminescentes nem a capacidade de ligagao a proteinas para uso como
revelador de sonda molecular da molécula de “cyanoacridin-9-yl-
ethylacrylate ester” a qual é citada apenas como precursora para obtengdo
das moléculas antitumorais testadas.

A Patente US 2,010,255,500 descreve um método de deteccao de
moléculas de glicoproteinas que apresentam uma alteragao na glicosilagao
utilizando lectinas. Mas, a identificagdo de glicoproteinas modificadas
durante o desenvolvimento e progressdao do cancer, nao utiliza um
revelador que venha a facilitar a detecgao. Além disso, o uso da
espectrometria de massa aumenta os custos do processo de estimulagado e
deteccdo da luz gerada. O teste é feito apenas para glicoproteinas
anomalas no cancer.

A Patente US 2,010,233,185 descreve o problema do diagndstico de
doencas sistémicas ou a determinagdo dos niveis terapéuticos de drogas
como os esteroides e resolve o problema de diagndsticc nac invasivo
desenvolvendo um método de deteccdo em moléculas através de analises
salivares utilizando duas ou mais lectinas. Mas, a andlise apresentada nem
descreve qualquer método de deteccdo especificos para a leitura das
lectinas.

0 uso da acridina DMAE-NHS come substancia reveladora de lectinas
foi utilizado por Campos et al., na revista Biomarkers, no ano de 2006,
volume 5, paginas 480 a 484, como ferramenta histoquimica em tecido
mamario. A metodologia apresentou como desvantagem a leitura do
revelador que detecta a luminescéncia apenas por estimulagao
quimioluminescente. O uso de um sistema de detecgdo da luz gerada eleva
os custos do processo.

ve
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Problemas e LimitacBes do Estado da Técnica

Com se viu, os principais problemas apresentados s3o a falta de um
reveiador especifico de lectinas, a ndo versatilidade dos sistemas de
detecgdo e a impossibilidade de ligagdo do identificador de lectinas a

qualquer tipo de proteina (enzimas, anticorpos, antigenos e receptores).

Objetivos da Invencao

O objetivo da presente invencao € apresentar uma nova sonda
molecular histoquimica que permitira as identificaces dos carboidratos
especificos de superficie celular reconhecidos pelas lectinas conjugadas,
tendo um revelador especifico de lectinas que € versatil com relagdo aos
sistemas de detecgao e que torna possivel a ligacdo do identificador de
lectinas a qualquer tipo de proteina (enzimas, anticorpos, antigencs e
receptores).

E também objetivo desta invengao permitir que sejam utilizadas
amostras de tecidos, células cu fluidos bioldgicos, ou seja, amostras
liquidas ou sdlidas, para identificacdo de tecidos e patologias, dado que o
processo de identificagao pode utilizar-se de mais de uma forma de

detecgao (quimioluminescéncia ou fotoluminescéncia).

Solucao

A atividade inventiva relacionada a presente patente de invengdo é a
ligagdo do “cyanoacridin-9-yi-ethylacryiate ester” com lectinas e seu uso
como revelador na construcao de sondas a base de proteinas para a
identificacao de tecidos humanos.

D¢
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Vantagens

As vantagens da invengao apresentada sdo «elas: 1) A
classificagao/caracterizacdo de tecidos normais e transformados de forma
objetiva e semi-quantitativa levando em consideracdo a intensidade da luz,
localizagac da marcagao e a proporgdo de células marcadas o que gerava,
antes da invengdo apresentada, uma variacdo inter-observador (falsos
positivos ou falso negativos); 2) Diagndstico mais rapido (tempo entre a
retirada do tecido e o resuitado do exame) comparado com as técnicas
histoquimicas existentes; 3) uso de amostras também de tecidos ou invés
de apenas moléculas; e 4) a versatilidade na leitura da luminescéncia o

que permite a utilizacao de amostra liquidas ou sdlidas.
q q

A novidade e o efeito técnico alcancado

Resumindo, a novidade da presente invencdo é a ligagdo do
“cyanoacridin-9-yi-ethylacrylate ester” com lectinas e seu uso como
revelador na construgao de sondas a base de proteinas para a identificagdo
de tecidos humanos. Esta ligagdo permite versatilidade no processo de

detecgdo e no uso de amostras.

Descricao Detalhada

As substancias obtidas conforme esta invencdo compdem uma nova
sonda molecular histoguimica formada a partir da conjugacdo de um novo
derivado de acridina luminescente “cyanoacridin-9-yl-ethylacrylate ester”
(IP29) a lectinas com uso diagndstico em patologias clinicas e identificacio
de tecidos. Trata-se, assim, de uma nova sonda com capacidade de
reconhecer e se ligar a carboidratos localizados em superficies celulares e

reveladas por fotoluminescéncia ou quimioluminescéncia.

1<
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O “cyanoacridin-9-yl-ethylacrylate ester” (IP29) tem sua rota sintética
exposta no PCT Int. Appl. (2004), WO 2004024058 A2, qu
Figura 1. |

(D

é descrita na

A conjugacao dos compostos inventados foi adaptada de Weeks et
al., que a publicou na revista Methods in Enzymology no ano 1986, volume
133, p.366-387.

De uma forma geral, a conjugacdao pode ser obtida com uma
quantidade de 200 a 700 uiL de lectinas, concentrado de 400 a 1200
Mg/mL, com quantidades do composto IP29 que podem variar de 0,05 a
5mg, diluidos em um solvente formando uma quantidade de 5 a 30 pL do
composte dissolvide, incubados a uma temperatura de 4°C a 40°C por um
tempo entre 4 horas e 15 minutos, incluindo os limites deste intervaio,
obtendo-se as sondas de lectinas. As sondas sao entao purificadas e
poderdo ser caracterizadas e utilizadas conforme ja descrito.

A meihor conjugacao utilizada, até o momento, para obter
composto inventado {(Figura 2), inicia-se com a incubagao de 500uL de
lectinas (800ng/mL) com 15upL de solucdo de IP29DMSO (0,2mg de IP29
diluido em 400uL de dimetilsuiféxido - DMSO) ou IP29DMF (0,2mg diluido
de IP29 em 400uL de N,N-Dimetilformamida - DMF) , durante 1 hora, a
temperatura de 25°C, obtendo-se sondas das lectinas Concanavalina A
(ConA) ou Peanut Aglutinine (PNA) conjugadas ao IP29 (ConA-IP29DMSO,
ConA-IP29DMF, PNA-IP29DMSO e PNA-IP29DMF). As mesmas foram
aplicadas em uma coluna de Sephadex G-25, equiiibbrada com tampao
fosfato de sddio com NaC! 0,15M, pH 7,2, (PBS) para obter amostras
purificadas. 60 aliquotas de 1mL foram coletadas a partir da eluigao da
coluna com PBS, num fluxo de 1mL/min.

i
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Caracterizagao

De uma maneira gerai a caracterizacao é feita determinando-se o0s
comprimentos de onda de excitacao e emissao dos compostos inventados
0 que determina sua capacidade de deteccdo das expressdes de
carboidrato dos tecidos.

Na determinagao dos comprimentos de onda dos picos de excitagao,
da melhor forma de implementacdao dos compostos, as amostras foram
submetidas a uma fluorimetria de emissao, sendo estimuladas nas faixas
de comprimentos de onda 200-500nm, em fluorimetro ISSK2. A detecgao
de emissao foi fixada no comprimento de onda 540nm, baseada nos
resultados obtidos através de microscopia confocai. Aiém das sondas
inventadas, foram analisados ainda padrbes comerciais (rodamina,
FITCDMF, FITCDMSO) a fim de gerar comparativos qualitativos e
guantitativos.

De maneira a ser obtida a determinacac dos comprimentos de onda
dos picos de emissao de padroes comerciais (rodamina, FITCDMF,
FITCDMSO), sondas inventadas (ConA-IP29DMSO, ConA-IP29DMF, PNA-
IP2SDMSO e PNA-IP29DMF) e das solugdes IP29DMF e IP29DMSO, foi
fixado o comprimento de onda de excitacao no valor com maior
intensidade de luminescéncia para cada substancia e realizada uma
fluorimetria de excitagdo, na faixa de 400-700nm. Os experimentos foram
realizados em triplicata.

Os comprimentos de onda de excitacac e emissao observados nos
testes anteriores foram utilizados para determinar a intensidade de
luminescéncia das sondas inventadas (ConA-IP29DMSO e ConA-IP29DMF)
e padrdes comerciais (rodamina, FITCDMSO, FITCDMF), IP29DMSO,
IP29DMF, Tampao fosfato-IP29DMSO e Tampao fosfato-IP29DMF. A

andlise foi realizada em fluorimetro ISSK2, em triplicata.

14
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Para a avaliagdo de decaimenio de fluorescéncia, em fluorimetro
ISSK2, foram fixados os comprimentos de onda de excitagao e emissao
com maior intensidade de luminescéncia, sendo as amostras submetidas a
exposicao durante um periodo de 30 minutos (1800s). Foram submetidas a
analise as amostras referentes a solugdo IP29DMF, IP29DMSO, rodamina,
FITCDMF e FITCDMSO, além das sondas purificadas, correspondentes aos
conjugados ConA-IP29DMSO, ConA-IP29DMF, PNA-IP2SDMSO e PNA-
IP29DMF . Os experimentos foram realizados em triplicata. |

A interacdo Lectina-IP29 foi avaliada através da espectroscopia de
Infra-Vermelho por modo vibracional utilizando pastilha de KBr em
infravermetho com transformada de Fourier Bruker IFS66 (12.000cm-1 a
400cm-1). Foram submetidas a espectroscopia de infravermelho as

amostras de ConA, PNA, IP29 e as sondas formadas a partir dos mesmos.

Aplicagao/Testes

Cortes de tecidos mamarios diagnosticados como Fibroadenoma (Fib)
e Carcinoma Ductal Invasivo (CDI) foram desparafinizados, hidratados e
incubados com os conjugados ConA-IP29 (DMSO ou DMF) e PNA-IP29
(DMSO ou DMF), com posterior iava'gem com Tampao PBS. As intensidades
de emissao de luminescéncia dos conjugados e dos tecidos marcados
foram medidas por CTS/S em triplicata por espectrofiuorimetro de aita
rasolucao temporal nanosegundo ISSK2 e medidas por Unidades relativas

de luz (RLU) em lumindmetro modeio Modulus.

Resultados
Para avaliacdo das propriedades, capacidade de ligagao e marcagao
das sondas inventadas aos tecidos, foram selecionados as aliquotas eluidas

que apresentavam sobreposicao de picos de concentracao proteica e

15
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fluorescéncia demonstrado nas figuras 3 e 4. Os comprimentos de onda de

excitagdo e emissdo, a intensidade de luminescéncia, quimioluminescéncia

e decaimento de Iluminescéncia das sondas

comerciais, lectinas e IP29 estdo descritos ina tabela 1.

Tabela 1

inventadas,

padrdes

L L Intensidade de
. Excitagdo Emisséao . L
Analitos Luminescéncia

niny nm;j
(o) (] (CTSIS)'

Intensidade de

Quimioluminescéncia

(RLU)

Decaimento

de Luz

(%)

1,955 556 66 +

Tamp&o-IF29omr Kl 441 o
ST.077,95
- i 520201 765 &
Tampéao-1IF 2%pmso 2 440
14,425 04
Tampao-DMAE- . N [ 23
277 f40
HHSome 17.560
Con A*® (1] 0 0

FINA 0 0 0

. PR F
Rodamina* 447 € e

18255
E17.711,67%
RN |

1110767

FITCome” 440 415

FITCpmso® da5 418 T
NI o
3.241.957,33
Con A-IFZ9omF HED 455 =
2002835
N . 878.286,67 =
Con A-1F29%umso 26 455
51.707 .56
3.242.717,333¢
PME-PZ%90me 3640 441
17.082,77
. e 1.259.974 67
PNA-IPZSpmso TR KR

ERCAR!
ConA- DMAE- . 404100
MHS o - . BRE £
G107 250,74

Can A- FITComso a2 530 - 25
12356

100, 502 5t
19,997,771
T.o2806TE

25180
Aparalha Saturou!
168 £ 9,67
113,36 £ 5,36

25T ¢
13766
11,281 &
105,20
12794 2
G073
B2l AT4E
34030 B8
14,605
B3E, 0

EO5 2027

oS N

PR
201981
1.5z

545

302a

10,5

19,81

A espectroscopia de Infra-Vermelho por modo vibracional das sondas

inventadas, lectina ConA e IP29 estdo descritos na figura 5 e 0s picos
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obtidos na tabela 2. A espectroscopia de Infra-Vermelho por modo
vibracional do IP29 e do produto de conjugagao entre 0 aminodcido lisina e
o IP29 (Lisina-IP29DMF e Lisina IP29DMSO) estd descrito na figura 6. A
presenca dos picos de nitrila (2078,89 cm-1) na sonda ConA-IP29, de
amidas secundarias (1633,41 cm-1) na conjugagdo lisina-IP29 e o nado
surgimento de esteres alifaticos (1097,3 cm-1) na sonda inventada sugere
a interagéb enire a lectina e o IP29, pelo fato -da predominancia do
aminoacido lisina na Con A que possui grupos NH2 livres para a formagao
da ligacao. Wang et al., The Journal Of Biological Chemistry.1975, v. 250
(4), p.1490-1502. Weeks et al., Methods in Enzymology.1986, v.133,
p.366-387. Pereira & Costa, Rev. Nutr. 2002, v.15(1), p.5-14.

A capacidade de marcagao dos tecidos Carcinoma Ductual Infiltrante
(CDI) e Fibroadenoma (FA) pelas sondas inventadas (ConA-IP29DMF(S1),
ConA—IP29DMSO(SZ), PNA-IP29DMF(S3) e PNA-IP29DMS0O(S4)), sonda
omercial (ConA —DMAENHS (S5)) e o derivado de acridina (IP29DMSO(S6)
e IP29DMF(S7)) foi evidenciada pelas intensidades de fotoluminescéncia

O

(CTS/S) e Quimioiuminescéncia (RLU) demonstradas na tabela 3. Tecidos

nao tratados com a sonda receberam a sigla (S0).

Tabela 2
! - IP2%  Con A']PA9D\4F Con A-IPﬁDMSO . L,
}CO} Ay(em }a; ?m ";:,.} o ;" SEPA L (:.; by & Fier sby s Grupo Funcional - :
= (¢ X :
| 73432,67 - jﬁr.’vZ,«:»/ | 7 3:132,67 2432,67 — OHF 1i§re em ligagﬁo in‘aern;olecular
- 3073,98 - - Alcenos
- 208527 - - Alceno Cis
2375,87 - - - Aminas (Sais de aménio primario)
- 2231,24 2078,89 2078,89 Niirila
- 1866,76 - - Benzeno

1735,62 Alceno Cis
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1633,41 - 1633.,41 163341 Amidas Secusidarias
- 161991 - - Alceno Cis
- 154277 - - Nitrocompnstos Ayomaiicos
- 151577 - - MNitrecompostos Arcematicos
- 1436,71 - - Nitrocompostos Aromaticos
1415,5 1411,54 1415,5 1415,5 Mitrocompostos Aromaticos
- 1369,21 - ' - -
- 1321 - - Acidos Carborilicos
- 1201,22 - - Acidos Carboxilicos
- - - 1230,36 Alcool Priméario
- 1174,44 - - Esteres alifaticos
- 1145,51 - - Esteres alifalicos
- 1116,58 - - Alcool Primério
10973 1097,3 - - Esteres; Acidos Carboxilicos
- 1060,606 - - Esieres; Acidos Caiboxilicos
- 1012,44 - - Esteres; Acidos Capbozilicos
- - - 1006,56 Alcoo] primario
- &§1,31 - - Acidos Carborilicos
- §56,24 - - Acidos Carboxilicos
796,46 - - - Aromaticos
- 771,39 - - Alceno Ciz
- 755,96 - - Alceno Cis
- 736,07 - - Alceno Cis
- - - - Alceno Cis
- - - - Alceno Ciz
466,69 541 532,26 532,26 Alcens Cis
Tabela 3
Amostras Quimioluminescéncia (RLU) Fotoluminescéncia (CTS/S)
FA CDI FA CDI
S1 12.170 £ 325 8.731 £ 55¢ 415,350 + 3.693 762020 £ 9.001
S2 15.456 + 342 11.113 £ 843 480.839 £ 10.420 REY.4ET £ 5433
S3 14.362 + 436 9.843 + 134 431.302 £ 1.49& RET7.972 £ 1.142

le
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sS4 15.194 + 1.186 3.630 + 156 450517 +8762  683.562 + 6.754
S5 2231614+ 183450 1.820.957 +61.240 178.009 + 4.411 165.972 + 5.216
S6 31.366 + 1.327 13.686 + 204 28.228 + 776 25.050 + 677
S7 244.049 + 25.412 173.914 + 9.816 27.092 + 366 36.734 £ 517
So 4.119 + 331 4.452 + 257 24.470 + 257 16.853 £ 724

t¢
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REIVINDICACOES

1. SONDA MOLECULAR caracterizada por ser composta de moléculas de
cyanoacridin-9-yl-ethylacrylate ester conjugadas a lectinas.

2. SONDA MOLECULAR conforme reivindicagao 1 caracterizada pela
lectina ser a Concanavalina A.

3. SONDA MOLECULAR conforme reivindicagdo 1 caracterizada pela
lectina ser a Peanut Aglutinine.

4. PROCESSO PARA OBTENCAO DE SONDA MOLECULAR

caracterizado por conjugar uma quantidade de 200 a 700 pL de lectinas,
concentrada de 400 a 1200 pg/mL, com quan‘tidades do composto
cyanoacridin-9-yl-ethylacrylate ester que podem variar de 0,05 a 5mg,
diluidos em um solvente formando uma quantidade de 5 a 30 pL do
composto dissolvido, incubados a uma temperatura de 4°C a 40°C por um
tempo entre 4 horas e 15 minutos, incluindo os limites deste intervalo,
sendo a substancia obtida posteriormente purificada.

5. PROCESSO PARA OBTENGCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicacdo 4 caracterizado pela dita conjugagao ter uma quantidade de
500 uL de lectinas, concentrada a 800 pg/mL.

6. PROCESSO PARA OBTENCAC DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicacdo 4 caracterizado peia dita conjugagdo ter uma quantidade do
composto cyanoacridin-9-yi-ethylacrylate ester igual a 0,2 mg.

7. PROCESSO PARA OBTENGCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicagdo 4 caracterizado pela dita incubagao ocorrer a 25°C durante 1
hora.

8. PROCESSC PARA OBTENCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicagdo 4 ou 5 ou 6 ou 7 caracterizado pela dita lectina ser a
Concanavalina A.

L3
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9. PROCESSO PARA OBTENCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicagao 4 ou 5 ou 6 ou 7 ou 8 caracterizado pela dita lectina ser a
Peanut Aglutinine.

10. PROCESSO PARA OBTENGAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicagao 4 ou 5 ou 6 ou 7 ou 8 ou 9 caracterizado pelo solvente ser o
dimetilsulféxido.

11. PROCESSO PARA OBTENCAO DE SONDA MOLECULAR conforme

reivindicagao 4 ou 5 ou 6 ou 7 ou 8 ou 9 caracterizado pelo solvente ser o

_ N-Dimetilformamida.

12. PROCESSO PARA OBTENGCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicagégo 5, 6 7 e 8 caracterizado pela quantidade de 15uL do
composto dissolvido ser formado por 0,2mg de cyanoacridin-S-yl-
ethylacrylate ester diluido em 400uL de dimetilsulféxido.

13. PROCESSO PARA OBTENGCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicagao 5, 6 7 e 9 caracterizado caracterizado pela quantidade de
15uL do composto dissolvido ser formado por 0,2mg de cyanoacridin-9-yl-
ethylacrylate ester diluido em 400uL de dimetilsulféxido.

14, PROCESSO PARA OBTENGCAO DE SONDA MOLECULAR conforme
reivindicacdo 5, 6 7 e 8 caracterizado pela quantidade de 15upL do
composto dissolvido ser formado por 0,2mg de cyanoacridin-9-y!-
ethylacrylate ester diluido em 400uL de N-Dimetiiformamida.

15. PROCESSO PARA OBTENCAO DE SONDA MCLECULAR conforme
reivindicacao 5, 6 7 e 9 caracterizado caracterizado pela quantidade de
15uL do composto dissolvido ser formado por 0,2mg de cyanoacridin-9-yl-
ethylacrylate ester diluido em 400uL de N-Dimetilformamida.

16. USO DA SONDA MOLECULAR conforme reivindicacdes 1 ou 2 ou 3

para identificacao de tecidos de partes do corpo humano.

iq
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17. USO DA SONDA MOLECULAR conforme reivindicagbes 1 ou 2 ou 3

* para o diagndstico de cancer.

18. USO DA SONDA MOLECULAR conforme reivindicagées 1 ou 2 ou 3
para a diferenciagao de microrganismos.

19. USO DA SONDA MOLECULAR conforme reivindicagées 1 ou 2 ou 3
para o diagndstico de patologias clinicas de qualquer tipo de célula ou
tecido animal ou vegetal.

20. USO DA SONDA MOLECULAR conforme reivindicagdes 1 ou 2 ou 3

_ para o diagndstico de patologias clinicas de qualquer tipo de célula ou

tecido animal ou vegetal.
21. USO DA SONDA MOLECULAR conforme reivindicagbes 1 ou 2 ou 3

para a identificacao de qualquer tipo de célula ou tecido animal ou vegetal.
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RESUMO

SONDA MOLECULAR PARA IDENTIFICACAO DE TECIDOS

A presente invengao relata uma sonda molecular histoguimica e o processo

de obtengdo desta. A sonda € construida pela conjugacdo de um derivado.

de acridina, cyanoacridin-9-yl-ethylacrylate ester, a lectinas, em particular
a Concanavalina A e a Peanut Aglutinine, que permite identificacbes de
carboidratos especificos de superficie celular reconhecidos pelas lectinas
conjugadas. Este procedimento pode ser estendido a outras proteinas
como enzimas, anticorpos, antigenos e receptores e permite a identificacdo
dos complexos especificos que irdo formar nas células, nos tecidos ou
fluidos bioldgicos. Entre as vantagens da invengdo tem-se a
classificagao/caracterizacao de tecidos normais e transformados de forma
objetiva e semi-quantitativa levando em consideracao a intensidade da luz,
localizagdo da marcagao e a proporcdo de células marcadas; diagndstico
mais rapido; uso de amostras também de tecidos ou invés de apenas
moléculas; e a versatilidade na leitura da luminescéncia o que permite a
utilizacao de amostra liquidas ou sdlidas. |
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