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Introducao |

Desde 1983, quando o fosfato de p-
nitrofenila, sensor cromogénico da atividade
enzimatica, foi hidrolisado por proteinas Tirosina
Fosfatases (Protein Tyrosin Phosphatases - PTPs),
outros substratos passaram a ser desenvolvidos e
estudados a fim de explorar o potencial enzimatico
das PTPs.' A alternativa de um sensor fluorogénico
€ atrativa pela sua maior sensibilidade e por
permitir localizar a sonda no interior da célula, ou
seja, constatar a presenca das PTPs através da
fluorescéncia do produto.”

As PTPs sdo enzimas que estdo envolvidas
em diversos aspectos da atividade celular, tais
como: proliferagdo, diferenciacdo e metabolismo e,
por isso, €& importante conhecer os diversos
aspectos relacionados a elas.’

Estas enzimas sdo fundamentais na
regulacdo das vias de transducdo de sinal. Assim,
problemas relacionados a esta enzima acarretam
em vérias doencas, como: cancer, sindromes
metabdlicas e doencas auto-imunes.”

Resultados e Discussao |

No presente trabalho, a sonda fluorogénica
3,6-difosfato de fluoresceina (DPF, 3) foi sintetizada
segundo a metodologia descrita na literatura por
Wahler e colaboradores para a fosforilagdo da
umbeliferona, sendo a mesma adaptada pelo nosso
grupo de pesquisa para a fosforilagdo da
fluoresceina.” (Esquema 1).
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Esquema 1: Sintese da sonda fluorogénica DPF.
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Esta sonda foi produzida com a finalidade
visualizar intracelularmente a atividade e inibicdo
de proteinas tirosina fosfatases. Este ensaio baseia-
se na deteccédo fluorimétrica do anion fluoresceila,
liberado apds a hidrélise enzimatica, que pode ser
observado no interior da célula por microscopia
confocal (Figura 1).
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Figura 1: Converséo do substrato fluorogénico em
produto fluorescente.

A fluoresceina (1) apresenta elevada
fluorescéncia, sendo que a sua excitacdo maxima
ocorre em 494 nm e a emissao em 521 nm (regido
do visivel); apresenta um pKa de 6,4, e seu
equilibrio de ionizacdo permite a sua aplicacdo em
uma ampla faixa de pH (-4 a 10). Estas
propriedades fazem da fluoresceina um esqueleto
importante na sintese de diversas sondas
fluorogénicas.®

Conclusodes

A sintese da sonda fluorogénica 3
apresentou-se viavel e com bom rendimento, nas
condigbes estabelecidas. Estudos preliminares
revelaram que esta sonda é viavel para detectar
atividade de PTP in vitro e in vivo estes deverdo ser
otimizados para melhor entendimento dos
fenbmenos
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