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RESUMO

Buscou-se neste trabalho a sintese de um polimero a base de Polisiloxano (POS)-
Glutaraldeido-Alcool polivinilico (PVA), mediante o processo sol-gel, sendo obtidos discos
com diametro médio de 4,0 mm? que foram utilizados como suporte sélido para
imobilizacdo de anticorpos. Inicialmente, através de microscopia eletrénica, foi feita a
caracterizagdo ultra-estrutural dos discos antes e depois das etapas de imobilizagdo, bem
como foram realizados testes da analise quimica elementar e espectro infravermelho dos
discos. O anticorpo monoclonal anti-Proteina S100 humana foi covalentemente fixada a
rede semi-interpenetrada de POS-PVA e utilizado em ensaios imunoenzimaticos tipo
ELISA para avaliar a capacidade de deteccdo da proteina S100 contida no soro de
pacientes portadores de adenocarcinoma prostatico e individuos sadios. Os discos de
POS-PVA fixaram até 92,8% de anticorpo oferecido (7,72 pg de anticorpo/disco). Os
melhores valores de anticorpo anti-Proteina S100 imobilizado e diluigdo do soro foram 10
Mg e 1:400, respectivamente. Foi realizada a leitura da densidade ética dos imunoensaios
para proteina S100 sérica obtendo-se a partir dos soros dos pacientes com
adenocarcinoma prostatico (0,425 £ 0,042) valores significativamente menores (p<0,05)
quando comparados aqueles encontrados nos soros dos individuos sadios (1,034 *
0,124). O anticorpo anti-Galectina-3 também foi imobilizado e avaliada a capacidade de
reconhecer a proteina sérica. Semelhante aos resultados da proetina S100, também
ocorreu um decréscimo significativo no soro de pacientes portadores de cancer de
préstata. Também foi realizado um estudo imunohistoquimico a partir de fragmentos de
tecido prostatico utilizando o mesmo anticorpo a fim de comparar os resultados da
expressao tecidual da proteina com aqueles valores séricos obtidos pelo teste ELISA com
os discos de POS-PVA. Pode-se verificar uma nitida diferenca entre os niveis teciduais e
sorolégicos da Proteina S100, constatando-se que o método soroldgico é mais sensivel e
menos invasivo para avaliar os niveis desta proteina entre diferentes doencas tumorais da
préstata. Conclui-se entdo, que a rede semi-interpenetrada de POS-PVA, aliado a sua
facil sintese e baixo custo, presta-se como modelo de suporte para a imobilizacao
covalente de anticorpos e a partir disso pode ser utilizado no desenvolvimento de

imunosensores para diferentes tipos de doencas.

Palavras-Chave: Polimero, anticorpos, imobilizagao



INTRODUCAO '

Atualmente, os imunoensaios sao as técnicas analiticas predominantes em
testes diagndsticos e também representam uma das tecnologias de mais rapido
crescimento para a analise de biomoléculas (Borrebaeck, 2000). Eles sao capazes
de operar em uma ampla faixa de concentragao dinadmica, utilizar diferentes fluidos
biolégicos (sangue, urina, saliva, etc.) e empregar varios formatos distintos
(ELISA, ensaios fluorimétricos, radiométricos, biossensores de ondas,
imobilizacdo de biomoléculas, dentre outros) para fornecer ensaios sensiveis,
baratos e especificos (Ronald & Stimson, 1998; Qoronfleh et al., 2003).

Imunoensaios podem ser definidos como métodos de analise que se baseia
na deteccédo e quantificagdo da reagcéo antigeno-anticorpo (Morgan et al., 1996),
sendo o reconhecimento do antigeno pelo anticorpo o ponto crucial deste tipo de
fendbmeno, resultando na formagdo de um complexo-imune com grande
especificidade (Bilitewski, 2006).

Uma das técnicas bastante difundida € a imobilizacdo de proteinas de
interface imunoldgica, como antigenos e anticorpos (Shmanai et al., 2001).
Entretanto, inexiste um método universal ou um suporte ideal para a imobilizacao
de todos os tipos de biomoléculas o que tem levado ao desenvolvimento de uma
vasta gama de métodos para imobilizar reagentes biologicos (Ingersoll & Bright
1997; Mateo et al., 2000). Para esse fim, tém sido propostos diferentes suportes
solidos para o aprisionamento dessas moléculas e manutencdo da sua atividade
bioldgica (Kanno et al., 2000; Volle et al., 2003; Lee et al., 2006).

O grupo de pesquisas “Proteinas Imobilizadas”, lotado na Universidade
Federal de Pernambuco, tem desde a década de 80, se dedicado ao
desenvolvimento de novos suportes sélidos para a imobilizacdo de enzimas e
antigenos. Tendo desta forma, contribuido com novas ferramentas biotecnoldgicas
para o estudo de doengas metabdlicas e parasitarias (CNPg-DGP, 2006).

Varias proteinas tumor-especificas ou proteinas correlatas tem atraido o
interesse de bioquimicos, imunologistas e patologistas, devido a sua influéncia nos

processos de modulacdo da adesao celular, diferenciagdo e carcinogénese. E



desta forma, tém sido implicadas como fatores-chave nos mecanismos de
formagao de uma variedade de tumores (Danguy et al., 2002; Mason et al., 2002).

Evidéncias recentes apontam no sentido de estimular estudos que visem
proceder ao mapeamento de proteinas séricas, como a proteina S100, Ki-67, p-
53, galectinas, citocinas e moléculas de adesédo, como a PECAM-1 em individuos
portadores de neoplasias, o que tornou este tipo de abordagem metodoldgica,
uma das principais ferramentas para se elucidar diversos aspectos do processo de
carcinogénese em humanos (Rak & Yu, 2004; Perschbacher et al., 2004).

Na presente proposta de trabalho, pretende-se utilizar o polimero a base de
Polisiloxano-Alcool polivinilico (POS-PVA), na forma de discos, como suporte
soélido para imobilizagdo de anticorpos, através de método ELISA, no mapeamento
das proteinas no soro de pacientes com doengas tumorais prostaticas e comparar
os resultados do imunoensaio com aqueles obtidos na imunohistoquimica, com a

expressao destas mesmas proteinas presentes nos tecidos de préstata.



REVISAO DA LITERATURA .

A Arte da Imobilizacdo de Biomoléculas

A importancia da imobilizacao de biomoléculas é evidenciada pelo fato de

muitos bioprocessos comerciais se basearem em catalisadores imobilizados, por

exemplo, para a producdo de antibidticos, além de uma ampla variedade de

produtos farmacéuticos e métodos laboratoriais de analise clinica auxiliares no

diagndstico de diversos processos patologicos (Gill & Ballesteros 2000; Shmanai
et al., 2001; Torrance et al., 2006).

Os mais diferentes tipos de biomoléculas tém sido imobilizados e testados

em diversos sistemas de analise, principalmente em suportes poliméricos,

conforme indicado na tabela 1.

Tabela 1. Diferentes tipos de biomoléculas imobilizadas em suportes sélidos a

base de silicatos e compostos polivinilicos.

Biomolécula

Enzimas

DNA/RNA

Aminoacidos

Anticorpos

Modelo/suporte

Lipase-Polyvinil formal

Lipase-PEG

Oligonucleotideos-Silica-
Agarose

Oligonucleotideos-3-
mercaptopropil-silano

Gly-Arg-Gly-Asp-Tyr-
Silicato

Oligopetideos- Glicofase
de vidro

Anti-peroxidase-Epoxi
silicato

Anti-proteina G-Resina
de fluocarbono

Referéncia

Chen & Hwang, 2003;

Soares et al., 2003

Afanassiev et al., 2000;

Rogers et al., 1999

Massia & Hubbell, 1999;

Bain & Hoffman, 2002

Fuentes et al., 2005;

Tanaka et al., 2006



Os anticorpos tém sido utilizados ha mais de cinquenta anos como
reagentes diagnosticos, mas, sob as condicbes atuais, 0s imunoensaios se
originaram com o trabalho de Yarlow & Berson, publicado em 1959. Neste
trabalho, os autores utilizaram anticorpos anti-insulina para dosar os niveis deste
horménio em plasma sanguineo. Para tanto, eram utilizados derivados

radioisotépicos (°H, '*°l)

como marcadores para evidenciar a reagao antigeno-
anticorpo (Ronald & Stimson, 1998). Durante a década seguinte nao houve
grandes mudangas nas tecnologias empregadas, apesar dos progressos
alcancados nas técnicas de marcacao, nos métodos de separacao de marcadores
livres e ligados, e na produc¢ao de anticorpos.

Contudo, cada vez mais as interagdes imunolégicas antigeno-anticorpo tém
sido utilizadas para determinar concentragbes de moléculas de interesse
biotecnolégico, médico e farmacéutico (Butler, 1996; Lu et al., 1996).

Segundo dados da literatura, Sarkar e Mandal (1985) foram os primeiros a
desenvolver imunoensaios a partir de anticorpos imobilizados em suportes
apropriadamente construidos para o aprisionamento desta biomolécula. A partir de
entdo, diversas técnicas e aprimoramentos tém sido testados a fim de melhorar
este tipo de modelo de ensaio (Shmanay et al., 2001; Qoronfleh et al., 2003; Reiter
et al., 2004; Bilitewski, 2006).

Muitos estudos tém comparado métodos de imobilizacdo de anticorpos em
diferentes suportes para o desenvolvimento de biosensores. Dentre os métodos
consagrados, os mais testados sdo a adsorgéo fisico-quimica e atragdo covalente
(Butler et al., 1993; Mateo et al., 2000; Taylor et al., 2005; Lopez-Gallego et al.,
2005; Betancor et al., 2006; Lee et al., 2006).

E sabido que o sucesso da imobilizagdo de uma molécula biologicamente
ativa requer uma boa acessibilidade estérica para manutencdo da capacidade
ligante da molécula permanecer ativa (Kumar et al., 2004; Masson et al., 2005).
Além disso, também é fundamental que a superficie de escolha para aprisionar a
molécula a ser imobilizada seja de tal forma inerte para que se evite a adsorgao de
outras moléculas que poderao causar interferéncia no sinal emitido pelo biosensor
(Benhar et al., 2001; Ziegler & Torrance, 2002; Bradbury & Marks, 2004; Torrance
et al., 2006).
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A imobililizagcdo de anticorpos em suportes solidos € uma etapa essencial
para os processos de analise dos imunoensaios. Para se explorar a seletividade e
a afinidade dos anticorpos, sdo necessarias manter sua atividade bioldgica intacta
sendo necessario uma minima orientagdo das regides “Fab”, mantendo-as livres
para que ocorra a interagdo com o antigeno de interesse (Tanaka et al., 2006).

Por outro lado, o desenvolvimento dos imunoensaios inclue a necessidade
de aperfeicoamento da robustez, simplicidade, custo, sensibilidade, precisdo ou
simplesmente a necessidade de evitar o uso das patentes existentes (Ronald &
Stimson, 1998). A insatisfagdo em relagao a varios aspectos do atual desempenho
dos imunoensaios (velocidade, sensibilidade, confiabilidade, pre¢co e automacgao),
necessariamente levara ao continuo desenvolvimento de novos marcadores e

estratégias de ensaio (Kricka, 1994; Fuentes et al., 2005).

Os imunoensaios compreendem, portanto, uma variedade de técnicas
para a detecgcao e quantificagdo da interacdo antigeno-anticorpo, com um

grande numero de arranjos dos diferentes marcadores e sistemas de

detecgao disponiveis (Ronald & Stimson, 1998).

Os imunoensaios heterogéneos sao assim denominados por consistirem de
duas fases, sendo uma solida e a outra fluida (Butler, 2000). Neste tipo de ensaio,
uma ou mais etapas de separagdo sao necessarias para remover 0 excesso de
reagente ndo utilizado (Rongen et al., 1997).

Um interessante modelo de imunoensaio utilizando anticorpos imobilizados
foi primeiro proposto pelo trabalho de Butler e colaboradores em 1993,
representando um marco importante para os trabalhos subsequentes utilizando o
sistema “suporte-anticorpo-antigeno-anticorpo marcado”. Nesses ensaios tipo
“sandwich”, utiliza-se idealmente dois anticorpos, gerados contra dois epitopos do
antigeno diferentes e espacialmente separados (Ronald & Stimson, 1998). O
anticorpo de captura € imobilizado em um suporte sélido e a amostra é
adicionada; o antigeno presente na amostra se ligara ao anticorpo imobilizado;
toda amostra nao fixada é removida e o antigeno capturado é detectado pela

adicao de um segundo anticorpo marcado (Figura 1).
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Figura 1 — Esquema de ensaio tipo “sandwich” [ - suporte sdlido, Y- anticorpo de
captura; \E segundn anticorpo marcado | O - antigeno.

Dai entdo, diversos suportes tém sido construidos e testados a fim de
aumentar a eficiéncia das moléculas ou células imobilizadas. A formacgao de redes
(semi)interpenetradas a partir de compostos hibridos a através da tecnologia sol-
gel, configura-se atualmente uma das técnicas mais utilizadas (Chen & Hwang,
2003; Fuentes et al., 2005).

Compostos hibridos organico/inorganicos

Devido a descoberta de Braun e colaboradores (1990), uma nova classe de
materiais apropriados para a imobilizacdo de biomoléculas surgiu, onde uma
proteina pode ser aprisionada em uma matriz sol-gel vitrea, sem perda de sua
atividade bioldgica. Esse material inorganico € particularmente atrativo para a
fabricacdo de biosensores por ser quimicamente inerte, apresentar rigidez fisica, e
alta estabilidade térmica e fotoquimica, além de absorver quantidades minimas de
agua ou solventes organicos. Entretanto, a molhabilidade de alguns materiais
vitreos nao € alta e depende dos monémeros utilizados. Sabe-se atualmente que
matrizes tanto altamente hidrofébicas como completamente hidrofilicas ndo sao
adequadas para aplicacbes em sensores.

Vérios trabalhos estdo descritos na literatura utilizando materiais hibridos
como as redes poliméricas interpenetradas (IPNs) compostas de alginato, agar,
gelatina, polivinilpirrolidona, alcool polivinilico e polietilenoglicol, com silicatos e
siloxanos, para o encapsulamento de proteinas (Gill, 2001). As IPNs s&o tipos
especificos de blendas poliméricas consistindo de dois ou mais polimeros
entrelacados sem nenhuma ligagao covalente ou enxerto entre eles (Azevedo et

al. 1999). As IPNs de polimeros organicos e silicatos/siloxanos apresentam

12



estabilidade quimica e mecéanica significativamente aumentadas e grande
biocompatibilidade quando comparadas aos seus componentes isoladamente (Gill
& Ballesteros, 2000).

Além das IPNs, também sado bastante testadas as chamadas Redes Semi-
interpenetradas  (SIPNs). As redes semi-interpenetradas ou pseudo-
interpenetradas sdo copolimeros formados por um ou mais componentes da rede
formando estruturas lineares, que nao estabelecem interagbes quimicas muito
fortes entre os demais componentes, podendo ser retirados da rede (polimero)
sem desestruturar os demais componentes (Turner, 2000; Bilitewski, 2006).

O processo mais pratico e rapido de construgao das IPNs e SIPNs tem sido
a tecnologia sol-gel, que desde sua concepgao, no inicio do século XX, tem se
mostrado notadamente versatil na fabricagdo de matrizes de o6xidos metalicos,
silica e organosiloxanos, de porosidade definida, na forma de monolitos, fibras,
particulados e filmes finos ou espessos. Este tipo de material tem encontrado
amplo uso nas areas de Optica, sensores, catalisadores e revestimentos (Gill &
Ballesteros, 2000; Cunha et al., 2006).

Vidros (silicatos) podem ser preparados pelo processo sol-gel alcoxido.
Esta técnica envolve reagdes de hidrélise de precursores monoméricos (alcdxidos
metalicos) a baixa temperatura com subsequente condensagdao dos
hidroxiderivados (Figura 2) e posterior secagem, maturacao e sinterizagao (Kim et
al., 2001, Oréfice et al., 2001, Barros et al., 2002).

OR OR
. Hidrolise .
RO—Si —OR + H.0 1GTOHS RO—Si —OH + HOR
| l
OR OR
OR OR OR
| Condensacido | |
2 RO—Si — OH SO . RO—Si —0 —Si —OR +H,0
| | |
OR OR OR

Figura 2 - Hidrdlise e policondensacgao de alquilsilicato (R- grupamento alquila).
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Além da baixa temperatura utilizada, homogeneidade e baixa concentragao
de impurezas sdo outras vantagens deste processo (Boonstra & Baken 1989).
Uma caracteristica muito importante da polimerizagédo sol-gel é que sais,
complexos metalicos e corantes organicos podem ser incorporados antes da
formagdo do hidrogel, fornecendo um sol-gel dopado. A capacidade de formar
vidros inorganicos dopados sob condi¢gdes aquosas e temperatura ambiente levou
a possibilidade de estender este tipo de processo ao encapsulamento de
biomoléculas (Gill & Ballesteros, 2000; Bilitewski, 2006).

Inimeros trabalhos tém sido publicados utilizando esta técnica em
aplicagdes diversas, como por exemplo: revestimento reativo (flmes e tintas)
incluindo pronase ou a-quimotripsina (Kim et al. 2001); biossensor de fibra 6ptica
contendo albumina de soro humano ligada a um marcador fluorescente (Flora &
Brennan, 1999); tirosinase imobilizada em sensor amperométrico (Wang et al.
2000); imunosensor para deteccdo de imunoglobulina anti-lgG (Fuentes et al.,
2005; Tanaka et al., 2006).

A utilizacdo de compostos hibridos em substituicido aos vidros simples
permite aliar as qualidades do processo sol-gel as caracteristicas dos
componentes inorganico e organico. Pontos favoraveis da matriz vitrea incluem:
inércia quimica, baixa absor¢do de &agua ou solventes orgénicos e boa
estabilidade térmica e fotoquimica (Barros et al. 2002). Entretanto, suportes
obtidos apenas a partir de precursores inorganicos podem apresentar valores
muito elevados de hidrofobicidade, ou ainda serem friaveis, possuirem porosidade
limitada e funcionalidade quimica pouco flexivel (Gill & Ballesteros 2000). A adi¢cao
de compostos organicos visa agregar caracteristicas que estdo ausentes e que
sdo necessarias a finalidade a que se destina o suporte (Chen & Hwang, 2003).

O alcool polivinilico (PVA) € um polimero organico biocompativel que pode
ser moldado sob diversas formas (filmes, granulos, fibras, discos, etc) e cuja rota
de sintese mais comum é a alcodlise do poli(acetato de vinila) (Azevedo et
al., 1999, Shottner, 2001). Sua molécula é formada por uma longa cadeia de
atomos de carbono unidos por meio de ligagbes simples e que apresentam
hidroxilas que se repetem alternadamente ao longo da cadeia, conforme a

estrutura a seguir (Figura 3).
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[CHz= CH= CHy— CH— CH; —CH—CH, —CH —CH,
OH OH OH OH

Figura 3 — Representacao esquematica da estrutura do alcool polivinilico.

O uso do PVA na imobilizagao de proteinas tém sido amplamente descrito
em sistemas que incluem desde células (Ting & Sun 2000) a enzimas (Taylor et
al., 2005) e antigenos (Carvalho Jr et al. 1996; Araujo et al. 1998; Barbosa et al.
2000; Barros et al., 2002; Coelho et al., 2002; Coelho et al., 2003). Por outro lado,
este polimero tem sido utilizado também para evitar adsor¢céo indesejada de
proteinas, com aplicacdo especialmente em sistemas cromatograficos (Barrett et
al. 2001). Em relagdo a outros materiais poliméricos, o PVA é considerado um
material de baixo custo, com alta estabilidade, durabilidade e resisténcia mecéanica
(Ting & Sun, 2000; Chen et al., 2003).

O processo sol-gel significa basicamente a sintese de um estrutura
inorganica por uma reagado quimica em solugdo, a baixa temperatura (Schmidt,
1997). O processo sol-gel alcoxido é um método eficiente de preparagéao de vidro
(silicato) pela hidrélise de precursores alquilsilanos e pela subsequente
condensacao dos silandis formados, seguida dos processos de secagem e

sinterizacao (Figura 4).

Si(OEt)4 Hidrdlise n(EtO),Si(OH),x  Policondensagdo  (Si0y),
— >

Figura 4 - Hidrdlise e policondensagao do tetraetoxisilano.

As vantagens dessa técnica sdo a homogeneidade, pureza dos géis e a
temperatura de sinterizagao relativamente baixa Tais vantagens sao importantes
na preparagcdo de produtos monoliticos, filmes finos e fibras oticas. O
conhecimento dos efeitos dos varios parametros envolvidos nas reagcdes quimicas
das diversas etapas do processo sol-gel leva a um melhor controle do processo e,
consequentemente, a uma melhor reprodutibilidade do produto final (Kim et al.,
2001 Lei et al., 2004).
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A técnica sol-gel também & um excelente método para preparar materiais
hibridos. A baixa temperatura de sintese permite a incorporagcdo de espécies
organicas ou inorganicas em matrizes rigidas de Oxido de silicio sem haver
degradacgado. O composto resultante combina as propriedades quimicas e fisicas
da nova espécie com uma excelente estabilidade quimica, éptica e térmica da
matriz vitrea (Barros et al., 2002; Coelho et al., 2002; Coelho et al., 2003).

Os compostos hibridos organico/inorganicos derivados do processo sol-gel
sdo materiais que podem ser desenvolvidos para uma vasta gama de aplicagdes.
A diversidade estrutural é alcancada através da variagcdo da proporcao relativa
entre os conteudos organico e inorganico, do nivel de complexidade estrutural do
componente organico e sua natureza quimica, da composicdo quimica da
molécula inorganica precursora. Consequentemente, a matriz sintética oferece a
possibilidade de obtencdo de um composto com multiplos componentes,
desenhado especificamente para uma determinada aplicagado (Barros et al., 2001).

Dentre os métodos para detecgcdo das moléculas imobilizadas, o ELISA
ainda é, atualmente, o mais utilizado. Assim, esta técnica utiliza uma matriz sélida
onde ocorre a fixagdo de imunoreagentes, facilitando a separagcéo dos reagentes
nao ligados do imunocomplexo, e o “gerador do sinal” ou “reporter” € uma enzima
ou substancia fluorescente (Butler, 2000; Coelho et al., 2001; Torrance et al.,
2006).

Inumeros testes tém sido desenvolvidos utilizando esta técnica ou suas
variagdes para diversas aplicagcbes como, por exemplo, em monitoramento
ambiental e detecgdo de pesticidas (Kramer et al., 2001; Magalhaes et al., 2001;
Moreno et al., 2001), industria alimenticia (Abad et al., 2001; Pallini et al., 2001),
veterinaria (Klausen et al., 2001; Soutullo et al., 2001) e para o diagnostico de

diversas patologias humanas (Vidal et al., 2005; Réldan et al., 2006).
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A Experiéncia do Grupo de Pesquisas “Proteinas Imobilizadas”

Em 1970, iniciava-se no Depto. de Bioquimica da UFPE, sob a lideranca do
Prof. William Macdonald Ledingham da Universidade de Saint Andrews, Escocia,
uma linha de pesquisa sobre enzimas imobilizadas.

Em 1975, a iniciativa ganhava reforco com o retorno de Luiz Bezerra de
Carvalho Junior, ao concluir o seu doutoramento na mesma universidade
escosesa, sob a orientacdo do Prof. Ledingham. Posteriormente, alunos do Prof.
Luiz de Carvalho se doutoraram em universidades britanicas e se somaram ao
esforco. Paralelamente, novas fontes de obtencdo de enzimas de interesse
comercial eram investigadas.

Em 1986, com a criagdo do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), Orgdo Suplementar da UFPE voltado aos estudos da imunopatologia das
doencgas tropicais, a imobilizacdo de antigenos/anticorpos foi incorporada aos
interesses do Grupo. Recentemente, as lectinas passaram a ser outra classe de
proteinas imobilizadas como decorréncia da interagdo com o Grupo denominado
“Quimica de Proteinas” do Departamento de Bioquimica da UFPE. Outros
professores tém-se incorporado ao grupo, provindos da UFPE (Departamento de
Quimica Fundamental) e de outras instituicdes (Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da UFRPE, Departamento de Patologia da UPE, Departamento
de Ciéncias Fisiolégicas da UFG e Departamento de Bioquimica da UFRN).

Sua producgao cientifica pode ser resumida nos mais de 200 trabalhos
publicados (55% nos ultimos 05 anos); nas 60 teses de Mestrado e 14 de
Doutorado; nas 02 patentes (privilégio) e nos 02 prémios por inventos,
contribuindo para a proposi¢ao de: 1) novas fontes de enzimas; 2) novos suportes
sélidos e métodos para imobilizagdo de proteinas; 3) sintese de farmacos por
enzimas e células imobilizadas; 4) biossensores para determinacao de glicose,
Vitamina C, sacarose etc. e 5) imunossensores para o diagnostico de doencas
tropicais (CNPQ-DGP, 2006).

Nos ultimos anos, diversos trabalhos envolvendo a construcido de novos

suportes solidos tém sido publicados pelos grupos de pesquisa do Laboratério de
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Imunopatologia Keizo Asami

(LIKA) e Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal de Pernambuco, conforme descrito na tabela 2 abaixo:

Tabela 1. Suportes sdlidos propostos para imobilizagao de biomoléculas,
desenvolvidos pelo grupo de pesquisa “Proteinas Imobilizadas”.

Suporte

Biomolécula imobilizada

Referéncia

Dacron

Glicose oxidase
a-amilase
Ascorbato oxidase
Amiloglicosidase

Antigeno (F1A) de Yersinia pestis

Xantina oxidase

Antigeno (SWAP) de Schistosoma

mansoni

Carvalho Jr et al. 1986
Carvalho Jr et al. 1987
Carvalho Jr et al. 1989
Oliveira et al. 1989
Montenegro et al. 1991;

1993
Babosa et al. 1995
Montenegro et al. 1999

Granulos de gel
de

poliacrilamida

Glicose oxidase
a-amilase

Adenosina fosfato desaminase

Células de Saccharomyces

cerevisiae

Carvalho Jr et al. 1986
Carvalho Jr et al. 1987
Carvalho Jr et al. 1988
Figueiredo et al. 1991;

Oliveira et al. 1994

Dacron

ferromagnético

Amiloglicosidase

Albumina do soro humano

Carneiro ledo et al., 1991;
1994;
Pinheiro et al., 1999

Gliptal

Amiloglicosidase

Jordao et al., 1996

Alcool
polivinilico
(PVA) e

Glutaraldeido

Antigeno (F1A) de Yersinia pestis

Xantina oxidase, a-amilase,

amiloglicosidase, antigeno

(SWAP) de Schistosoma mansoni

Carvalho et al., 1996;
Araujo et al., 1996;
Araujo et al., 19973, b;
Araujo et al., 1998

Polianilina e

silicone

Xantina oxidase

Nadruz et al., 1996

Papel de filtro
plastificado com
PVA-Glut

Polianilina e

Dacron

Antigeno (F1A) de Yersinia pestis

Barbosa et al., 2000

Coelho et al., 2001

Continuacao
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Suporte Biomolécula imobilizada Referéncia

Xylofucogluronan-

Carbodiimida Gentamicina Araujo et al., 2004

Exopolissacarideo
celuldsico de Tripsina Cavalcante et al., 2006

Zoogloea sp.

Antigeno (F1A) de Yersinia
pestis Coélho et al., 2002
Antigeno (SWAP) de

Schistosoma mansoni

Antigeno (F1A) de Yersinia Barros et al., 2002
Discos de POS- pestis
PVA Antigeno recombinante de Coelho et al., 2003

Toxocara canis

Anticorpo monoclonal anti- Melo-junior et al., 2006
Proteina S100

Anticorpo policlonal anti- Melo-junior et al., 2006

Galectina-1 humana

Em nosso laboratério, uma rede polimérica de PVA-glutaraldeido foi
sintetizada e utilizada como matriz sélida no desenvolvimento de ensaios
bioldgicos (Araujo et al., 1997). A sintese do PVA-glutaraldeido baseia-se em uma
reacao de acetalizacdo, que ocorre entre o PVA e o glutaraldeido, sob catalise
acida (Figura 5).

Na primeira etapa da reagao ocorre o ataque nucleofilico da hidroxila do
PVA ao grupo carbonila do glutaraldeido, formando o hemiacetal. Em seguida,
ocorre o ataque nucleofilico de uma hidroxila vizinha a anterior da cadeia
polimérica, ao carbono da estrutura hemiacetalica, com eliminagcdo de agua,
formando deste modo o acetal.

O segundo grupamento carbonila livre do glutaraldeido pode entdo reagir
com uma outra molécula de PVA, formando uma rede polimérica. Mas em

concentragdes estequiometricamente ndo balanceadas de PVA e glutaraldeido,
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podem ocorrer grupos carbonila livres que, por sua vez, poderédo formar ligagdes
covalentes com grupamentos amino de biomoléculas como, por exemplo,

proteinas (Araujo et al., 1997).

[CH 2-CH—CH 5 -CH-CH 2] n + \\x\C+_ ( CH 2) . C/ _
OH  OH H’ “H
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+ H+ +H 20‘
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Figura 5 - Reacédo de acetalizagdo do PVA-glutaraldeido.

Visando obter um microambiente biocompativel e uma superficie mais
adequada a imobilizagdo covalente de proteinas, Barros e colaboradores (2002)
realizaram estudo no qual o composto POS/PVA foi obtido por processo sol-gel.
Apos o preparo do suporte, um brago quimico foi introduzido pela adigao de

moléculas de glutaraldeido via catalise acida.
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Barbosa e colaboradores (2000b) propuseram o papel de filtro plastificado
com PVA-glutaraldeido para a imobilizagdo de antigeno de Yersinia pestis e
conseguiram detectar, por ELISA, anticorpos especificos em soro de coelhos
imunizados.

Em outro estudo, visando obter um microambiente compativel e uma
superficie mais adequada a imobilizacdo de proteinas, Barros e colaboradores
(2002) obtiveram o composto hibrido POS/PVA pelo processo sol-gel. Apos o
preparo do suporte e a adigdo de um brago quimico (glutaraldeido) via catalise
acida, a fracdo protéica pode ser entdo fixada covalentemente. Pérolas de
POS/PVA, com antigenos de Y. pestis imobilizados em sua superficie, foram
também utilizadas como matriz sélida em ELISA para a deteccédo de IgG anti-Y.
Pestis (Barros et al., 2002). Por fim, utilizando-se a mesma metodologia para este
suporte, Coelho e colaboradores (2003) imobilizaram com sucesso um antigeno
recombinante de Toxocara canis, para o diagndstico soroldgico da toxocariase.

Apoiando-se nos bons resultados obtidos, até entdo, para a utilizagdo dos
POS-PVA para imobilizagdo de antigenos, iniciou-se o desenvolvimento de
experimentos buscando testar o mesmo suporte para imobilizacdo de anticorpos
para a deteccdo de proteinas relacionadas aos processos decorrentes das

doencas tumorais da préstata.
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DOENGCAS TUMORAIS DA PROSTATA '

O controle da divisdo e da diferenciagcédo celular é feito por um sistema
integrado e complexo, que mantém a populagdo celular dentro de limites
fisiologicos. Qualquer alteracdo nesse sistema resulta em disturbios tanto do
crescimento da diferenciagcdo ou ambos ao mesmo tempo. Dentro desse contexto,
a prostata pode ser acometida por dois principais disturbios tumorais: hiperplasia

prostatica benigna (HPB) e cancer de préstata (Robbins et al., 2005).

Em fungdo de suas altas taxas de incidéncia e mortalidade, lesdes

tumorais como a hiperplasia prostatica benigna e neoplasias de prostata

representam um sério problema de saude publica no Brasil (INCA, 2006).

Os tumores benignos nao-neoplasicos, por exemplo, o HPB ¢é de
crescimento lento, expansivo e bem tolerado pelo organismo do hospedeiro,
entretanto, com uma alta incidéncia. Suas células se dispdem de forma harménica
em relagcdo ao estroma além de serem raramente sujeitos a processos
degenerativos importantes como necrose ou hemorragia (Mora et al., 2001;
Clarke, 2004).

No Brasil, as estimativas para o ano de 2006 apontam que ocorrerdo
472.050 casos novos de cancer. O tipo mais incidente, a excecdo de pele nao-
melanoma, serd o de prostata (47.280 mil) no sexo masculino. Estes valores
correspondem a um risco estimado de 51 casos a cada 100 mil pessoas
acompanhando o mesmo perfil da magnitude observada no mundo (INCA -
Instituto Nacional do Céancer, 2006).

A HPB é conhecida como a mais comum entre os tumores benignos, é
também, a responsavel pela maioria dos sintomas urinarios que acometem
homens com idade superior a 50 anos e por 20 a 30% das prostatectomias
radicais nos individuos que vivem até 80 anos (Phipps et al., 2005).

As primeiras alteracbes iniciam-se por volta dos 35 anos de idade e

consistem em nodulos microscopicos no estroma que surgem ao redor das
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glandulas periuretrais. Esses nodulos podem ser compostos tanto de elementos
glandulares quanto fiboromusculares ou podem ser mistos (Narayan et al., 1995).

A macroscopia os nodulos hiperplasicos sao facilmente visualizados, pois
comprimem o restante do tecido prostatico. O HPB pode ocorrer sob trés formas
histopatolégicas distintas: Glandular (podendo causar aumento do PSA);
Intersticial, e Focal (adenoma). Microscopicamente, a nodularidade pode ser
devida a proliferagcdo ou dilatagdo glandular ou por crescimento do estroma
fibromuscular, que passa a representar mais de 70% o peso da glandula (Postma
& Schrorder, 2005).

O cancer de préstata € o mais frequente em todas as regides do Brasil
entre o total de tumores, exceto pele ndo melanoma, com risco estimado de
68/100.000 na regiao Sul, 63/100.000 na regidao Sudeste, 46/100.000 na regido
Centro-Oeste, 34/100.000 na regiao Nordeste e, 22/100.000 na regido Norte
(INCA, 2006).

O grande numero de trabalhos relacionados a esta neoplasia é justificado
pela alta incidéncia desta doencga, que representa cerca de 40% dos tumores que
acometem os homens, bem como pela necessidade de compreender melhor a
etiologia dessa malignidade, tdo complexa e heterogénea (Turkeri et al., 2004;
Akimoto et al., 2006).

Embora a incidéncia desse cancer seja elevada, existe um numero muito
maior de casos dessa doenga, que ocorrem sem que haja sintomas clinicos.
Varios pacientes morrem de doengas concomitantes, antes da manifestacao
clinica do cancer de préstata, ja os pacientes que o manifestam, provavelmente,
iniciaram a carcinogénese mais jovens ou apresentaram crescimento tumoral mais
acelerado (Postma et al., 2005).

Na maioria dos casos, o tumor apresenta um crescimento lento, de longo
tempo de duplicagéo, levando cerca de 15 anos para atingir 1 cm? e independe do
crescimento normal da glandula, o que faz com que alteragdes miccionais possam
inexistir. Por este motivo, o exame periddico deve ser realizado, mesmo que nao
existam sintomas, para que o cancer possa ser detectado precocemente, com

maiores chances de tratamento e cura (Raja et al., 2006).
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Durante o processo de carcinogénese, a prostata é palco de uma série de
transformacgdes bioquimicas, como por exemplo, a sintese de proteinas tumor-
especificas. Uma dessas proteinas € o antigeno especifico da prostata (prostate
specific antigen, PSA), secretado no sangue e frequentemente com concentragao
aumentada no soro de pacientes com tumores malignos. Informacdo esta que
pode ser usada para diagndstico e controle de tratamento do tumor (Phillips et al.,
2005).

Mudangas morfolégicas subitas e alteragbes moleculares vém sendo
descritas em tecidos de prostata com HPB e casos confirmados de cancer de
préstata (Montironi et al., 2000).

O desenvolvimento da hiperplasia prostatica benigna é caracterizado pelo
aumento da expresséo de alguns marcadores bioldgicos que possuem influéncia
no potencial proliferativo das células displasicas (Myers et al., 1996). Por exemplo,
a fosfatase acida da prostata humana (PAcP) pode diminuir o crescimento de
células cancerigenas, com isso a diminuicdo de sua expressdao pode estar
envolvida na progressao do cancer de prostata (Lin et al., 2002).

Dentre os diversos disturbios celulares que resultam em neoplasias,
alteracbes na expressdo de proteinas sao frequentemente observadas em
tumores. Apesar disso, estudos a cerca das mudancas no perfil proteico em
determinados estagios da carcinogénese prostatica sdo escassos (Chan et al.,
2001). Desta forma, o conhecimento da regulagédo da proliferagdo celular atraves
de alteragdes bioquimicas especificas ao cancer de préstata € de grande
importancia para o desenvolvimento de novas solugdes (Danguy et al., 2002).

Estudos com extratos de tumores realizados por Hirschefelt & Thonsen na
década 30 foram os primeiros a demonstrar alteragdes bioquimicas nas células
tumorais. No que se refere as fungdes bioquimicas as moléculas de adeséo e as
vias de transducgao dos sinais para o crescimento s&o bastante alteradas durante a
progressao tumoral (Gua et al., 2006).

As proteinas normais codificadas pelos proto-oncogenes (genes que
regulam a proliferagao celular) desempenham fung¢des iniciais nas células durante

o desenvolvimento das neoplasias. Dentre estas moléculas, destacam-se os
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fatores de crescimento, proteinas envolvidas na recep¢ao e tradugao de sinais
localizados na superficie celular (Robbins et al., 2005).

Os diferentes tipos de biomoléculas na superficie celular apresentam uma
importante fungdo no controle de varios processos fisiologicos e patobioquimicos
no organismo (Phipps et al., 2005). Mudangas quantitativas e/ou qualitativas nos
componentes lipidicos e protéicos das membranas e organelas celulares também
sao evidentes durante o desenvolvimento dos processos patologicos (Astoul et al.,
2000; Shekhar et al., 2004).

Modificagdes no perfil protéico sdo agora modelos universais em células
cancerosas e certamente processos investigativos baseados no monitoramento
das proteinas relacionadas aos tumores sao instrumentos bem conhecidos no
estudo da progresséo tumoral (Yonemura et al., 2000). Como as células normais
durante a embriogénese, as células tumorais também sofrem ativacdo e rapido
crescimento, aderem a uma variedade de outros tipos de células e invadem
tecidos principalmente devido a mudangas no perfil de transcricdo e tradugao
celular (Rosa et al., 2005).

A investigacdo das interacbes de proteinas especificas favorece o
entendimento sobre a origem histogenética e comportamento dos tumores durante
seu desenvolvimento (Herling et al., 2000).

Transformagbes celulares sao freqlientemente acompanhadas por um
aumento geral no tamanho das proteinas, carboidratos e glicolipideos do
metabolismo. Com o advento das tecnologias de marcadores tumorais e
anticorpos monoclonais, descobriram-se que muitos dos fatores "tumor-
especificos", como por exemplo anticorpos, reconhecem os epitopos dessas
estruturas o que aumenta o interesse sobre essas mudangas bioquimicas
especificas (Borrebaeck, 2000; Angenendt, 2005).
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MARCADORES TUMORAIS '

Poucas medidas na medicina diagnostica tiveram tanto impacto em anos
recentes quanto a introducdo, nas praticas de laboratério clinico, dos
imunoensaios para determinacdo de proteinas relacionadas a tumores, também
classificadas como marcadores tumorais (Pradal et al., 2004).

O desenvolvimento e a introducdo de tais exames, preocupacéo tipica de
paises onde as condi¢cdes de assisténcia a saude e prevengao das doencas,
asseguraram maior expectativa de vida a populagdo e consequentemente maior
incidéncia de doencas neoplasicas, veio contribuir de maneira intensa e decisiva
para intervengao clinico-cirurgica nos portadores de disturbios tumorais (Pradal et
al., 2004).

Marcadores tumorais sdo macromoléculas, geralmente proteinas, cujo

aparecimento e alteragdes em sua concentracéo estao relacionadas de certa

forma com a génese e o crescimento de células cancerosas nos individuos
(Ustun & Ceber, 2004).

Segundo Mora e colaboradores (2001) podem ser classificados em trés
tipos: celulares ou teciduais, séricos ou plasmaticos e genéticos. Os marcadores
teciduais s&o antigenos localizados nas membranas celulares, tais como as
moléculas de adesdo (PECAMs e ICAMs) ou antigenos de citodiferenciagao
(CDs); Os marcadores genéticos sao representados por sequéncias de genes e
proteinas por eles codificadas, super-expressas em situagdes de
desenvolvimento tumoral, como por exemplo a proteina c-Erb-2.

Os marcadores tumorais ou séricos sdo substancias que podem ser
detectadas em concentracdes diferentes daquelas encontradas nas condigbes
normais no sangue, urina ou tecidos, tais como alfa-fetoproteina (AFP)
relacionada a tumores de figado ou galectinas-1 e -3 que sdo envolvidas no
desenvolvimento de neoplasias da tiredide (Rabinovich, 1999; Rabinovich et al.,
2002; Pradal et al., 2004).
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Atualmente, cerca de 200 substancias s&o descritas como marcadores
tumorais, entretanto, poucas conseguem manter-se como tal. Frutos de
investigacao sobre as alteragdes bioquimicas da célula tumoral, sua purificagao,
identificacdo quimica e testes de aplicabilidade clinica, podem levar muitos anos
(Pradal et al., 2004).

Teoricamente, para que uma substancia possa ser aceita e persistir como
um marcador tumoral, deveria apresentar alta especificidade (ndo ser detectada
em outras doengas), alta sensibilidade (ser detectada muito precocemente), ser
orgao-especifica e apresentar paralelismo com o desenvolvimento tumoral
(Diamandis et al., 2000).

Contudo, apds anos de pesquisas tém-se observado exatamente o
contrario. Atualmente os melhores marcadores tumorais sao aquelas
biomoléculas relacionados a processos fisiolégicos da célula normal que durante
a progressao tumoral tem seus niveis de expressdo aumentados ou reduzidos
drasticamente. Como exemplos desses potenciais marcadores podemos citar a
proteina S100, citoqueratina, Ki-67, p-53, Proteina C-reativa, galectinas, auto-
anticorpos, citocinas e moléculas de adesdo (Mason et al., 2002; Harpio,
Einarsson, 2004).

Desta forma, cada vez mais tem se buscado investigar, através de diversas
ferramentas de analise, as alteragcbes no comportamento dessas proteinas a fim
de se estabelecer para cada tipo de tumor um padrdao de expressido especifico
que caracterize os niveis de agressividade, chances de recidiva e potencial de

metastatizagao (Ustun, Ceber, 2004).

Proteinas S100

Conforme relatam Lins e colaboradores (2003), a proteina S-100 € uma
proteina acida ligada ao calcio, descrita inicialmente como uma proteina especifica
do tecido neural (Figura 6). A sua denominagao deriva do fato dela ser soluvel
numa solugédo de sulfato de aménia a 100% em pH neutro. Posteriormente, foi

descrita em outras células ndo neurais como condrécitos, adipécitos, melandcitos,
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musculo cardiaco e esquelético, células epiteliais e células glandulares (Marenholz
et al., 2004; Hermani et al., 2006).

Figura 6. Modelo molecular de uma proteina S100.

A familia de proteinas S100 exibe um padrao original de expressao tecido-
especifico. E atualmente se sabe que os dois membros originais desta familia, as
proteinas S100A1 e S100B originam todos os demais subtipos conhecidos
(Marenholz et al., 2004).

Uma familia multigénica composta de 20 proteinas ligantes ao Ca®*, com
baixo peso molecular (9-13 KDa) que sao expressas diferencialmente em um
grande numero tipos celulares. Os membros desta familia de proteinas também
s30 ligantes ao Zn** ou Cu®** numa variedade de atividades intracelulares tais
como, a fosforilagdo proteica, ativagdo enzimatica, organizacédo estrutural de
membranas, proliferacdo e diferenciagcdo celular (inclusive transformagao
neoplasica) e inflamagéao (Donato, 2001; Harpio & Einarsson, 2004, Hermani et al.,
2006).

Alguns membros da familia podem ter atuagdo extracelular, podendo
funcionar como proteinas moduladoras do calcio intra e extracelular através da
interagdo com outras proteinas-alvo celulares (Zimmer et al., 1995). Essas
proteinas S100 livres sao secretadas no espaco extracelular e exercem efeitos

tréficos ou toxicos dependendo de sua concentragao, além disso, evidéncias
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recentes (Kanamori et al., 2004) indicam que elas estdo envolvidas na quimiotaxia
de leucécitos e ativagdo dos macréfagos durante a resposta dos tecidos ao dano.

Os estudos da expressdo destas proteinas demonstraram que ha uma
mistura complexa de mecanismos transcricionais e postranscricionais que regulam
a expressao dos diferentes membros da familia S100. Estudos adicionais sobre as
funcdes e padroes de expressao destas proteinas em tecidos humanos fornecerao
informacdes importantes a respeito do papel das proteinas S100, que muitas
vezes demonstram estar com a expressao alterada durante o desenvolvimento e
evolugdo de muitas doengas (Marenholz et al., 2004).

Recentemente, a proteina S100 tem atraido consideravel interesse devido a
sua expressao diferenciada em pacientes com neoplasia quando comparados a
individuos saudaveis (llg et al., 1996; Heizmann, 2002). Assim, diversos estudos
sorologicos tém sido efetuados no intuito de estabelecer os padrbes de
comportamento desta proteina nos diferentes tipos de tumores existentes (Gupta
et al., 2003).

Estudos realizados em pacientes com tumor de prostata (Gupta et al., 2003)
e com outros tipos de neoplasias (Yonemura et al., 2000; Feng et al., 2001),
indicam que a diminuicdo da expressdo desta proteina esta fortemente com o

aumento da agressividade biolégica dos tumores.

A proteina S100 foi encontrada em apenas 9,3% de 75 casos de carcinoma
prostatico e ausente em todas os 30 dos casos de hiperplasia prostatica benigna,
refletindo uma mudanga no status funcional das células neoplasicas, o que pode
ter um significado prognéstico importante (Constatinides et al., 2000). Em outros
trabalhos, a expressao elevada da proteina S100A foi observada em tecido
epitelial de préstata humana normal, enquanto que foi constatada uma auséncia
completa de expressao desta mesma proteina em diversos casos de carcinoma
prostatico (Heizmann, 2002; Gupta et al., 2003).
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Galectinas

As galectinas sdo proteinas da crescente familia das lectinas animais
(lectinas enddgenas), envolvidas em diversos processos biolégicos, tais como
interagbes com glicoconjugados contendo galactose, controle do ciclo celular,
proliferacéo celular, resposta imune, apoptose e nos processos neoplasicos (Liu et
al., 2002).

A estrutura molecular das galectinas geralmente consiste de cerca de 130
aminoacidos, altamente conservados, bem como uma regido de reconhecimento a
carboidratos (CRD — carbohydrate recognition domais) interagindo,
particularmente, com estruturas de B-galactosideos (Barondes et al., 1994; Cao et
al., 2002) (Figura 7).

Figura 7. Estrutura molecular da galectina-3.

Dentre os 14 isotipos de galectinas identificados em mamiferos, a galectina-
3, € uma das mais estudadas, sendo uma proteina monomérica de 30 Kda
indicada como um potencial marcador tumoral de malignidade nas neoplasias
prostaticas (Califice et al., 2004a e b). Além disso, as expressodes teciduais e

plasmaticas da Galectina-3 vém também sendo relacionadas ao surgimento de
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tumores e metastases em diferentes 6rgaos (Ochieng et al., 1998; Inufusa et al.,

2001; Christoph et al., 2004).
Alteragcdes no padrédo de expressao tecidual da galectina-3 vém sendo

confirmadas na progressao maligna de diversos tipos de céncer (Tabela 2).

Tabela 2. Perfis de expressao tecidual da galectina-3 em lesdes tumorais.

Tecido/Orgéo Padrao de expressao Referéncia
Estdbmago Miyazaki et al., 2002
Linfonodos Miyazaki et al., 2002

Tiredide Faggiano et al., 2003; Rosa
Cabeca e Pescoco et al., 2005
Lingua Aumentado Gillenwater et al., 1996
Hepatocelular Honjo et al., 2000
Célon Hsu et al., 1992;
Chung et al., 2002
Prostata Ellerhorst et al., 1999;
Califice et al., 2004a
Glandulas salivares Xu et al., 2000
Mama Shekhar et al., 2004
Ovario Van den Brule et al., 2004
Prostata Ellerhorst et al., 1999;
_ Pacis et al., 2000
Utero Reduzido Van den Brule et al., 2000
Células basais da pele Van den Brule et al., 1995
Epiderme Castronovo et al., 1991
Metastases do figado Mollenhauer et al., 2003
Pancreas Inufusa et al., 2001

Adenocarcinoma Inufusa et al., 2001

Cada galectina apresenta um padrdo especifico e sua expressado é
normalmente regulada durante o desenvolvimento das diversas células e tecidos.
Na maioria das vezes as galectinas sdo encontradas no citoplasma celular,
algumas s&o secretadas e interagem com proteinas da superficie celular
regulando a adesao entre as células e destas entre a matriz extracelular (Hughes,
2001; Martinez et al., 2004).
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As Galectinas vém sendo largamente utilizadas como ferramenta
imunohistoquimica. Alteracbes na expressdo das galectinas sao frequentemente
observadas em varias células tumorais durante seu desenvolvimento,
crescimento, diferenciagdo, metastase, apoptose, “splicing” do RNA e fungdes
imunoreguladoras (Rabnovich et al., 2002; Eloa et al., 2005). Estudos recentes
demonstraram que a expressao citoplasmatica, e a ndo expressdo nuclear da
galectina-3 nas células neoplasicas da prostata esta associada a progressao do
tumor (Van der Brule et al., 2000; Califice et al. 2004a).

Uma série de evidéncias experimentais e clinicas vém reforgando as
correlagdes entre a expressao das galectinas e as neoplasias. Estudos recentes
demonstram que a expressdao de galectinas € relevante na progressao de
neoplasias em certos tumores malignos, indicando as galectinas como potenciais
marcadores tumorais (Pacis et al., 2000; Califice et al., 2004b).

As galectinas podem ser encontradas no citoplasma, nucleo, superficie
membranas e matriz extracelular. A presenga das galectinas fora das células é
uma consequéncia da expressao protéica por vias ndo-classicas, como por
exemplo, a falta de sequéncias de sinais para inser¢cao no reticulo endoplasmatico
(Dumic et al., 2006). E de acordo com Cooper (2002), as galectinas encontradas
no citoplasma e matriz extracelular ndo possuem peptideos de sinal envolvidos no
controle da secrecgao proteica.

Ha evidéncias de que as galectinas podem ter fun¢des intra e extracelulares
distintas. Em neoplasias da prostata, as experiéncias demonstram que a galectina
3 poderia participar das interacbes entra as células tumorais e a matriz
extracelular, particularmente com a laminina e fibronectina. Sugerindo a correlagao
destas proteinas na formagado de émbolos tumorais e disseminagdo das células
durante as metastases da préstata (Ellerhorst et al., 1999; Cooper, 2002).

Desde os trabalhos iniciais que demonstravam que mais de 90% de lesbes
tireoidianas malignas expressavam galectina-3, principalmente em carcinomas
folicular e papilifero, surgiram fortes evidéncias de que a galectina-3 poderia ser
um marcador de malignidade neste tipo de neoplasia (Xu et al., 1995; Nascimento

et al., 2001; Faggiano et al., 2003). Outros trabalhos investigaram a presenca
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destas proteinas em tumores de cdlon, tiredide, mama, estdbmago (Miyazaki et al.,
2002), prostata e em metastases do figado (Inufusa et al., 2001).

Apesar de alguns trabalhos utilizarem metodologias semelhantes, ainda
existem diversos resultados contraditérios quanto ao aumento ou redugdo do
padrao de expressao da Galectina-3 no cancer prostata o que parece depender do
estagio de progressdo tumoral, grau de invasividade e potencialidade de
metastase (Van den Brule et al., 2000; Danguy et al., 2002; Dumic et al., 2006).
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MOTIVACAO CIENTIFICA .

A investigacao das interagdes de proteinas especificas com o meio intra e
extracelular favorece o entendimento sobre a origem histogenética e
comportamento dos tumores durante sua progresséo (Herling et al., 2000); o que
confirma a hipotese de que a diferenciacdo bioquimica de uma célula € um sinal
que pode preceder sua morfo-diferenciagdo (Salzman et al., 1998). A glicosilagao
e expressdo de glicoconjugados sdo geralmente alteradas nas células tumorais
em comparagdo com sua contraparte normal (Lytinska et al., 2001). Além disso,
estudos sobre os tipos de proteinas expressas pelos diversos tipos histolégicos de
doencas tumorais prostaticas sao escassos (Chan et al., 2001).

Assim compreender o0s complexos mecanismos que resultam nas
patologias da préstata, como por exemplo, os elementos presentes na superficie
das células prostaticas tém sido estudados através de imunohistoquimica com
marcadores tumorais, técnica esta que pode auxiliar na detecgao, o estadiamento,
0 progndstico e o tratamento dessas patologias prostaticas, principalmente o
cancer (Califice et al., 2004a).

Apesar da grande evolugdo biotecnolégica, ainda nado dispomos de
instrumentos ideais para o estudo de disturbios organicos multi-fatoriais como o
cancer, fazendo-se necessario entdo o desenvolvimento de uma série de métodos
que auxiliem no esclarecimento de muitos processos patobioquimicos ainda
obscuros durante o processo de carcinogénese.

Na presente proposta de trabalho, pretende-se dar continuidade a linha de
pesquisa desenvolvida no Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (LIKA), da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), envolvendo a imobilizacdo de
anticorpos, utilizando-se a rede semi-interpenetrada de polisiloxano-alcool
polivinilico (POS-PVA) como matriz sdélida no desenvolvimento de ensaios
imunodiagnosticos para a sondagem de proteinas relacionadas a doengas
neoplasicas em soros de pacientes, bem como comparar esses resultados
soroldgicos com aqueles obtidos para os mesmos biomarcadores (anticorpos)

através da imunohistoquimica de amostras teciduais dos tumores.
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MODELOS EXPERIMENTAIS .

Como modelos de doencas tumorais para este estudo, foram utilizados os
seguintes tecidos e soros provenientes de pacientes portadores de:

e Adenocarcinoma Prostatico (AP);

e Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB);

Os anticorpos-teste para imobilizagdo com o suporte de POS-PVA sao
descritos a seguir:
e Anticorpo monoclonal IgG Anti-Proteina S-100 (Dako Z0311 Lot 129);

e Anticorpo monoclonal IgG Anti-Galectina-3 (Novocastra Clone 25C1).

35



OBJETIVOS .

Geral

Investigar um novo suporte sélido a base de Polisiloxano e Alcool
polivinilico (POS-PVA) na imobilizagcdo de anticorpos para aplicagdo em
imunoensaios de pacientes portadores de lesdes tumorais da prostata.

Especificos

e Imobilizar anticorpos (anti-proteina S-100 e anti-Galectina-3) em discos de
POS-PVA;

e Proceder a analise ultra-estrutural e fisico-quimica dos discos de POS-PVA

antes e apos a imobilizagao;

e Avaliar o “shelf-life” dos discos de POS-PVA, quanto a capacidade de

imobilizacdo, até seis meses apods a sintese do polimero;

e Padronizar o ELISA utilizando os discos de POS-PVA, para a analise de

proteinas séricas em pacientes portadores de les6es tumorais de préstata;

e Proceder a estudo imunohistoquimico com os anticorpos (anti-proteina S-100 e

anti-Galectina 3) em tecidos de pacientes portadores de tumores prostaticos;

e Comparar os resultados da expressao de proteinas no soro, através do ELISA
com POS-PVA com a expressdao tecidual, através da analise

imunohistoquimica.
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CONCLUSOES '

¢ A analise ultra-estrutural demonstrou ndo haver alteracées importantes na
superficie de imobilizagcdo, apdés as etapas de ativagdo do suporte com

glutaraldeido e subsequente imobilizagdo de anticorpos;

e Os testes de “shelf life” para aferir a capacidade de imobilizacdo dos discos
de POS-PVA demonstraram uma perda de apenas 20% apds seis meses

da sintese do compdsito; quando armazenado em tampéao fosfato a 4° C;

e A anadlise elementar e espectro infravermelho dos discos comprovaram a
fixacdo dos anticorpos ao suporte, através da indicacido de presenca de

componentes protéicos na matriz apds a imobilizagao;

¢ A rede semi-interpenetrada de POS-PVA, aliada a sua facil sintese e baixo
custo, presta-se como modelo de suporte para a imobilizacdo covalente dos

anticorpos anti-proteina S100 e anti-Galectina-3;

e O estudo imunohistoquimico comparativo demonstrou o0 mesmo padréao de
expressao das proteinas S100 e Galectina-3 nos tecidos prostaticos com
resultados semelhantes aqueles obtidos nas analises soroldgicas para as

mesmas proteinas;
e O modelo de imunoensaio tipo ELISA utilizando os discos de POS-PVA foi

eficiente para o estudo das proteinas S100 e galectina-3 séricas de

pacientes portadores de doencas tumorais de prostata.
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PERSPECTIVAS .

- Realizar ensaios, utilizando o sistema ELISA-POS-PVA, em lesbes pré-
cancerosas de prostata, como por exemplo, neoplasias intraepiteliais prostaticas
(PIN);

- Proceder a imobilizacdo do anticorpo c-erb-2 para investigacao dos niveis
plasmaticos da proteina-alvo em pacientes portadores de neoplasias da mama
(Estudo em fase de experimentos);

- Estabelecer estratégias metodolégicas para a imobilizagdo orientada de

anticorpos em suportes solidos;

- Imobilizar neste suporte outros tipos de imunoglobulinas (IgM, IgE) e testar a

atividade imunoldgica destas biomoléculas em outras doencgas;
- Estabelecer um padrdo de expressdo para outros marcadores tumorais
prostaticos, em lesdes bem diferenciadas (Gleason 5 ou 6), moderadamente

(Gleason 7) e pouco diferenciadas (Gleason 8 ou 9);

- Substituir a marcacdo dos anticorpos com peroxidase pelo Ester de acridina e

estabeler métodos quimiluminescentes utilizando esse suporte;

- Comparar a funcionalidade dos anticorpos frente a diferentes suportes ja

desenvolvidos pelo grupo de pesquisas “Proteinas imobilizadas”.
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