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Fig. 1.1 Destaque da tabela periddica demonstrando o0s elementos quimicos
classificados como semicondutores.

Fig. 1.2 (A) Sistema de coordenadas (X, y, e z) definido para os sistemas cristalinos.

Fig. 1.3 Estruturas cristalinas de coordenacéo tetraédrica apresentada pelos cristais de
semicondutores. (A) Estrutura do tipo diamante, formada por duas redes cubicas
de face centradas interpenetradas. Nesta estrutura dois &tomos estao
associados por ponto de rede, totalizando oito atomos por célula unitaria. (B)
Estrutura do tipo blenda de zinco, formada por duas redes cubicas de face
centradas interpenetradas. O arranjo atdmico nesta estrutura configura a
presenca de oito ions por célula unitaria. Cada espécie atbmica tem quatro
vizinhos. (C) Estrutura do tipo wurtzita, constituida pela interpenetracao de duas
redes hexagonais compactas. Nesta estrutura, cada célula unitaria contém
quatro ions por ponto de rede e por célula unitéria. Cada espécie atdmica possui
guatro vizinhos e uma segunda camada formada por doze ions.

Fig. 1.4 (A) Arranjo tetraédrico dos ions dos elementos formadores de compostos
semicondutores. Orientacdes dos tetraedros atémicos adjacentes na (B) blenda
de zinco e na (C) wurtzita. A e B referem-se a duas espécies atdmicas
diferentes.

Fig. 1.5 Evolucdo representativa dos orbitais atdbmicos em bandas de energia em um
cristal.

Fig. 1.6 Representacdo esqueméatica do éxciton do tipo (A) Wannier-Mott ou livre,
geralmente apresentado pelos elementos e compostos semicondutores. O par
(e-h") esta fracamente ligado, devido a grande separacéo entre o elétron e o
buraco, e apresenta movimento livre por toda a extens&o do cristal. Exciton do
tipo (B) Frenkel ou estreitamente ligado, que ocorre em materiais isolantes e
cristais de moléculas (ex. antraceno). O par (e-h") apresenta raio pequeno,
mobilidade reduzida e se movimenta atraves do cristal 'saltando’ de um atomo a
outro. (C) Raio de Bohr do éxciton.

Fig. 1.7 Esquema da energia do elétron em um (A) composto semicondutor ou do tipo
gap-direto, como GaAs e InP; e de um (B) elemento semicondutor ou do tipo
gap-indireto, ex. Si, Ge e GaP), a partir do vetor de onda k = 0.

Fig. 1.8 Densidade de estados eletrdnicos em cristais macroscopicos, e em regime de
confinamento em uma (filme quéntico), duas (fio quéantico) e trés dimensdes

(ponto quéntico).

Fig. 1.9 Representacdo dos estagios de nucleacdo e crescimento de nanocristais
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Fig

Fig.

Fig

Fig.

Fig

Fig

monodispersos segundo o modelo de La Mer.

. 1.10 Primeiras imagens obtidas para a marcacao de células por pontos quanticos.

(A) Fibroblastos 3T3 marcados por CdSe. (B) Células HeLa marcadas por
CdSe/ZnS.

1.11 Resisténcia ao fotoclareamento apresentado pelos pontos quéanticos (em

vermelho) comparado ao corante organico (verde) em dupla marcacdo de
fibroblastos 3T3.

. 1.12 (A) Aspecto do cristal macroscopico de CdTe. (B) Demonstracdo da relacédo

entre o comprimento de onda de fluorescéncia e a variacdo no tamanho dos
pontos quanticos, de 2-4 nm.

1.13 Algumas formas de interacdo entre PQs e biomoléculas para aplicacdo

biolégica.

. 1.14 (A) Glandula mamaria, demonstrando a por¢ao secretora (acinos) e os ductos.

Mag. 50X. (B) Corte da porcdo secretora de uma glandula mamaria. Média
magnificacao.

. 1.15 (A) Esquema da mama feminina mostrando as glandulas mamaérias inativas e

(B) o desenvolvimento de acinos nas glandulas mamarias ativas.

Fig. 1.16 (A) Mama normal: I6bulo ou glandula maméaria apresentando dupla camada

formada por células epiteliais e mioepiteliais. Mama apresentando fibroadenoma
com (B) perfil intracanalicular, onde os ductos sdo comprimidos e (C) perfil
pericanalicular, onde ndo ha compressdo dos ductos pela por¢do estromal. Média
e pequena magnificacao.

Fig. 1.17 Aspectos histoldgicos do carcinoma ductal invasivo, demonstrando (A) a

desorganizacdo no arranjo glandular e (B) a invasdo de tecido adiposo adjacente,
em meio a por¢do secretora glandular. Magnificacdo 200x. Nas imagens de
marcacao histoquimica para receptores de estrogénio, observa-se a auséncia da
camada de células mioepiteliais no tumor maligno (C) quando comparado ao
tecido normal (D), que apresenta localizacdo justaposta ao epitélio glandular,
corado em marrom. Magnificacdo média.

Fig. 1.18 Representagdo do mondmero da lectina leguminosa concanavalina A. (A)

Diagrama em fitas de Con A. Os ions calcio (roxo) e manganés (verde) estao
indicados. A folha dorsal com 6 fitas, em vermelho, a folha frontal com 7 fitas, em
amarelo e a folha superior com 5 fitas, em cinza. O primeiro e o ultimo residuo de
aminoacido estdo destacadas em ciano e cinza. (B) Diagrama topoldgico do
enovelamento do monémero representado em (A). A estrela indica a posi¢do onde
os cétions divalentes interagem com o mondmero. Protein Data Banking: 2CNA.

18

18

19

20

21

22

24

29



Fig. 1.19 Representacdo esquematica do sitio de ligacdo dos ions metalicos as cadeias 29
laterais dos aminoacidos presentes no monémero de Con A. Os &tomos de carbono
estdo representados em branco, nitrogénio em cinza claro, oxigénio em cinza
escuro e 4gua como wat. Os grupos funcionais essenciais a ligacao ao agucar estédo
destacados em caixa cinza. Obs: apenas os atomos das cadeias laterais estédo
representados. As cadeias laterais dos residuos de glutamato (Glu8), aspartato
(Asp10 e Aspl9) e histidina (His24) sdo a regido de ligacdo para o metal de
transicdo, e aspartato (Aspl0 e Aspl9), tirosina (Tyrl2) e arginina (Arg228), para o
ion célcio.

Fig. 1.20 Representacdo estrutural da Con A: mondmero (A), estrutura quaternaria 30
dimérica (pH < 5,6), representada pelo alinhamento antiparalelo side-by-side, das
duas folhas-B dorsais, formando uma folha- continua com 12 fitas, coloridas em
vermelho (B) e (C) tetramerizacdo da estrutura quaternaria (pH > 7,0), resultante da
agregacdo back to back de dois dimeros side-by-side, perpendicularmente
inclinados num angulo de 82°.

Fig. 1.21 Diagrama esquematico da rede de ligacdes de hidrogénio entre os atomos de 30

oxigénio da manose (ou glicose) e os hidrogénios doadores e aceptores do dominio
de reconhecimento de carboidratos de Con A: OH-6 est4 ligada ao OD1 (oxigénio
doador) de Asp208 e o O-6 esta interagindo com a NH- de Tyr100, por interacées
de van der Waals; O-3 esta interagindo com NH- de Arg228; O-5 esta interagindo
com o0 NH- de Leu99; OH-4 esta ligado ao OD2 de Asp208 e O-4 interagindo com
NH- da amida de Asnl4; OH-2 faz ligacdo de hidrogénio com uma molécula de
agua, ligada a um tetrdmero adjacente e O-1 ndo realiza nenhuma ligacdo de
hidrogénio.

Fig. 1.22 Representacdo do arranjo dos dominios de reconhecimento de carboidratos 32

apresentado pelas subfamilias de galectinas: (A) grupo protétipo: representado pela
Gal-5, -7 e -10 (biologicamente ativas como monémeros) Gal-1, -2, -11, -13, -14 e -
15 (ativas como homodimeros); (B) grupo quimera, na qual a Unica integrante é a
Gal-3, a atividade bioldgica é conferida pela forma oligomérica, cujas se agregam
através da porcao N-terminal; (C) grupo tipo bi-DRC onde os dois DRC sao distintos
e, geralmente, apresentam vérias isoformas, como a Gal-4, -6, -8, -9 e -12.

Fig. 1.23 Diagrama em fitas do DRC da Galectina-3. O arranjo das duas folhas- 33
antiparalelas demonstram uma folha anterior com 5 fitas, colorida em vermelho, e
uma folha posterior com 6 fitas (S6a e S6b representam a regido de ligacdo ao
carboidrato), em amarelo. O residuo inicial, em ciano; e o residuo final, em cinza,
estdo indicados na figura. Protein Data Banking: 1A3K.

Fig. 1.24 Diagrama das ligacbes de hidrogénio decorrentes da interacdo Gal-3 e as 35
porcdes galactose e glicose, presentes na lactose ou N-acetil-lactose.

Fig. 2.1 Moléculas orgéanicas funcionalizadas utilizadas na estabilizacdo dos PQs de CdTe: 40
(A) acido 3-mercaptopropiénico, AMP e (B) acido mercaptosuccinico, AMS.
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2.2 Procedimento de preparo dos PQs de CdTe, estabilizados com AMP ou AMS.

2.3 Diagrama adotado para os ensaios de avaliacdo da conjugac¢éo dos PQs de CdTe-
AMP e CdTe-AMS a Con A e Antigal-3

3.1 Perfil da difracdo de Raios-X de (A) CdTe-AMP, 20 = 24,12°, 40,13° e 46,36°; e
(B) CdTe-AMS, 20 =24,2°, 40,02° e 46,42°. Em vermelho, os angulos de difracao
para CdTe (20 = 23,8°, 39,3° e 46,5°) e, em azul, para CdS (206 = 24,6°, 43,9° e
52,1°), simetria cubica.

3.2 Imagens de MET dos pontos quénticos de (A) CdTe-AMP e (B) CdTe-AMS.

3.3 Espectro de absorcdo e emissdo eletrbnica para os pontos quanticos de CdTe-
AMP, diluidos na propor¢do de 1:5 e sem diluicdo. A emissdo maxima foi observada
em torno de A = 550 nm (A = 365 NM) e o pico de absorg¢éo excitbnica em A = 488
nm.

3.4 Espectro de absorcdo e emissdo eletrbnica para os pontos quanticos de CdTe-
AMS, diluidos na propor¢do de 1:1 e sem diluicdo. A emissdo maxima foi observada
em A = 600 Nnm (Aex. = 365 NM) e o pico de absorgao excitdbnica em A = 547 nm.

3.5 Diametro hidrodinamico apresentado pelas nanoparticulas de (A) CdTe-AMP e (B)
CdTe-AMS.

4.1 Perda da estabilidade dos PQs de CdTe em funcdo da variagdo do pH,
demonstrando que CdTe-AMP permanece estavel em pH>6,5 e CdTe-AMS, em
pH>6,0.

4.2 (A) Espectros de absorcédo e (B) emissdo dos pontos quanticos de CdTe-AMP
conjugado a Con A e Antigal-3 (Aexc = 365 nm).

4.3 Espectros de emisséo para a (A) Con A e a (B) Antigal-3, conjugadas ou nao aos
pontos quanticos de CdTe-AMP e -AMS (Aex. = 280 nm).

4.4 (A) Espectros de absorgéo e (B) emissdo dos pontos quéanticos de CdTe-AMS,
conjugado a Con A e Antigal-3.

4.5 Espectros de absorcado diferencial da luz circularmente polarizada apresentadas

pela proteina Con A e os conjugados entre (A) CdTe —AMP/Con A e (B) CdTe—

AMS/Con A.

4.6 Espectros de absorcdo diferencial da luz circularmente polarizada apresentadas
pelo anticorpo Antigal-3 e os conjugados entre (A) CdTe —AMP/ Antigal-3 e (B)
CdTe—-AMS/ Antigal-3.

4.7 Imagens de contraste de fase dptico (A e C) e de microscopia confocal (B e D) das
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Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

leveduras de C. albicans marcadas por (A e B) CdTe—AMP/Con A e (C e D) CdTe—
AMS/Con A. Aeyxe = 473 nm.

4.8 Imagens de contraste de fase optico (A e C) e de microscopia de flourescéncia (B
e D) do biofilme de C. albicans marcado por (A e B) CdTe—AMP/Con A e (C e D)
CdTe-AMS/Con A. Agye = 560/40 nm e Agy = 480/40 nm, respectivamente.

4.9 Imagens de contraste de fase Optico e de fluorescéncia do tecido MN incubado
com CdTe-AMS/Con A por 2 h, demonstrando auséncia de marcagdo. Magnif.
200X. Aexc = 560/40 nm.

4.10 Imagens de contraste de fase 6ptico e de fluorescéncia dos tecidos de mama
com FIB incubados com CdTe—AMS/Con A por 2 h. (A) Imagem de vasta regido de
tecido conjuntivo. Magnif. 400x. (B e C) Imagem de tecido glandular demonstrando
marcacao pronunciada das glandulas mamaéarias. Magnif. 400x. € 200x. Aex. = 560/40
nm.

4.11 Imagens de contraste de fase Optico e de fluorescéncia dos tecidos com CDI
incubados com CdTe-AMS/Con A por 2 h. (A) Regido de tecido conjuntivo. Magnif.
200x. (B) Tecido glandular invasivo demonstrando marcacédo diferenciada das
glandulas mamaéarias. Magnif. 200x. (C e D) Tecido em elevado grau de
desestruturacdo, sem diferenciacdo entre a regido glandular e estromal,
demonstrando marcacgao preferencial do tecido epitelial. Magnif. 630X. Aex. = 560/40
nm.

4.12 Imagens de contraste de fase Optico e de fluorescéncia do tecido MN com CdTe—
AMS/Antigal-3 por 20 h, (A) demonstrando marcacdo ausente das glandulas
mamarias e (B) marcacéo pronunciada do estroma. Magnif. 200X. Aex. = 560/40 nm.

4.13 Imagens de contraste de fase optico e de fluorescéncia dos tecidos com FIB
incubados com CdTe-AMS/Antigal-3, por 20 h. (A) Regi&do de tecido conjuntivo. (B)
Marcacao das glandulas e do estroma mamario. (C) Destaque para a marcacao das
células epiteliais. Magnif. 200x e 630x (destaque). Agy. = 560/40 nm.

4.14 Imagens de contraste de fase 6ptico e de fluorescéncia dos tecidos de mama
com CDI incubados com CdTe-AMS/Antigal-3, por 20 h. (A) Imagem de regido
indiferenciada dos tecidos da mama demonstrando marcacao das células epiteliais.
Magnif. 200x. (B e C) Imagem demonstrando em destaque a marcacgao preferencial
das células epiteliais difusas no estroma. Magnif. 200x e 630X. Aex. = 560/40 nm.
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A Angstron = 10"’ m

A Absorbancia

ag Raio de Bohr do semicondutor
Antigal-3 Antigalectina-3
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RESUMO

Pontos quanticos sdo nanocristais de semicondutores que apresentam diametro entre
1 — 10 nm. O confinamento quantico dos elétrons a espacos limitados faz com que as
propriedades dos materiais nanoestruturados se tornem dependentes do tamanho do
cristal, tornando as propriedades fisicas e quimicas apresentadas pelos nanocristais
muito diferentes daquelas apresentadas por seus respectivos cristais macroscopicos,
ou bulk; onde as propriedades Opticas recebem destaque particular. Neste trabalho,
foram preparados pontos quanticos de CdTe conjugados a lectina concanavalina A,
Con A, e ao anticorpo antigalectina-3, Antigal-3, objetivando sua ligacdo especifica a
tecidos de mama (normal, com fibroadenoma e com carcinoma ductal invasivo). Os
pontos quanticos foram preparados com &cido 3-mercaptopropiénico, AMP, e &cido
mercaptosuccinico, AMS, apés 3 e 12 horas de aquecimento, respectivamente. A
eficiéncia da conjugacéao foi superior a 180 % e as biomoléculas, conjugadas a CdTe,
nao apresentaram alteracdo estrutural. A lectina conjugada a CdTe/Con A ndo perdeu
sua capacidade de ligacdo a carboidratos e foi utilizado com sucesso na marcacao de
Candida albicans (leveduras e biofilme). A marcacédo diferencial das lesGes de mama,
comparada ao tecido de mama normal, por CdTe-AMS/Con A e CdTe-AMS/Antigal-3,
indicam a potencialidade destas nanoestruturas no estudo das alteracdes moleculares
do cancer. No entanto, investigagcbes adicionais s80 necessérias para sua
classificagdo definitiva como ferramenta diagnostica alternativa aos métodos

convencionalmente utilizados.

Palavras-chave: Pontos Quéanticos, CdTe, Marcadores Biologicos Fluorescentes,
Candida albicans, Cancer de Mama.
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ABSTRACT

Quantum dots are semiconductor nanocrystals that have diameters of 1-10 nm. The
effect of the quantum confinement of the electrons makes the physical-chemical
properties very dependent on the size of the nanocrystal, making the properties
presented very different from those displayed by their macroscopic crystals, or bulk.
However, the optical properties of the nanocrystals have received particular attention.
This work was carried out to obtain CdTe quantum dots conjugated to the lectin
concanavalin A, Con A, and to the antibody antigalectin-3, Antigal-3, when the goal
was the its binding to breast tissue (normal, fibroadenoma and ductal invasive
carcinoma). Quantum dots were prepared both with 3-mercaptopropionic acid (MPA)
and mercaptosuccinico acid (MSA) as stabilizers, after 3 and 12 hours of heating
respectively. The efficiency of conjugation exceeds 180% and the biomolecules
conjugated to CdTe who no showed changes in its structure. The lectin conjugated to
CdTe-AMP/Con A shows no change in their ability to bind to carbohydrates and was
successful used in assay of biolabeling of Candida albicans (yeasts and biofilm). The
differential labeling of breast lesions compared to normal breast tissue, performed by
the conjugates CdTe-AMS/Con A and CdTe-AMS/Antigal-3, indicate the potential of
these nanostructures in the study of the molecular alterations of cancer. However,
further investigations are required to classify this material as definitive diagnostic tool in

alternative to conventionally used methods.

Key words: Quantum dots, CdTe, Biolabels Fluorescent, Candida albicans, Breast
Cancer
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CAPITULO 1

Consideracdes sobre Pontos Quanticos e sua Aplicagd 0 no

Estudo de Lesdes da Mama Através de Lectinas



1.1 Introducéo

A nanotecnologia compreende a producdo e aplicacdo de sistemas fisicos, quimicos e
biolégicos, em regime de tamanho nanométrico, bem como a integracdo das nanoestruturas
resultantes em sistemas maiores (BHUSHAN, 2010). Sua aplicacdo no tratamento, diagnéstico e
monitoramento de doencas ao nivel molecular € conhecida como nanomedicina (JAIN, 2009).
Neste contexto, as hanoparticulas de ouro, 0s pontos quanticos e os cantilevers sdo considerados
ferramentas diagndsticas promissoras (AZZAZY; MANSOUR; KAZMIERCZAK, 2006) no estudo
do cancer (NIDA et al., 2005), de doencas infecciosas (SU; LI, 2004) e parasitarias (CHAVES et
al., 2008).

Pontos quéanticos (PQs) séo nanoparticulas de semicondutores, compostos pelos
elementos pertencentes aos grupos 12-16 e 13-15 da tabela periddica, cujo diametro de até 10
nm, € menor ou muito proximo das dimensdes do raio de Bohr do éxciton. A restricdo da
mobilidade dos carreadores de carga (elétrons e buracos) as dimens6es do nanocristal faz com
gue estas nanoestruturas apresentem propriedades (Opticas e eletrbnicas) dependentes do
tamanho (WANG; CHEN, 2011), permitindo o uso destes nanomateriais em novas aplicacles;
como marcador bioldgico fluorescente ao nivel celular e molecular, em ensaios in vitro e in vivo
(GAO et al., 2005).

Esta nova possibilidade de aplicacao, relatada em 1998 (BRUCHEZ et al., 1998; CHAN;
NIE, 1998), associada a crescente incidéncia de novos casos de cancer - que se constitui um
problema de saude publica mundial, segundo a Organizacdo Mundial da Saude/ World Health
Organization (INCA, 2012; WHO, 2012); torna importante o desenvolvimento de novas tecnologias
para um melhor entendimento da doenca e/ou descoberta de novos biomarcadores; através da
conjugacéao de PQs a moléculas de reconhecimento especifico (TOTHILL, 2009), como as lectinas

e 0s anticorpos.

Com o objetivo de investigar a ocorréncia de alteracbes moleculares nos principais tipos de
lesBes da mama (fibroadenoma e carcinoma ductal invasivo) comparadas ao tecido normal, foram
utilizados PQs de telureto de cadmio (CdTe) conjugados a lectina concanavalina A e ao anticorpo
antigalectina-3, como marcador biolégico fluorescente em protocolos de marcagéo histoquimica.
Paralelamente também foi analizado o perfil de marcagéo das leveduras e do biofilme de Candida

albicans pelos conjugados de CdTe/Con A, sendo realizadas as seguintes etapas:

- Preparo dos PQs de CdTe, utilizando o &cido 3-mercaptopropiénico (AMP) e o &cido

mercaptosuccinico (AMS) como estabilizantes;



- Caracterizacdo estrutural dos PQs por meio da difratometria de Raios-X (DRX) e de
microscopia eletrbnica de transmissdo (MET) e caracterizacdo Optica através de medidas

espectroscopicas: espectroscopia de absorgdo no UV-visivel e espectroscopia de emissao;

- Conjugacdo dos PQs a biomoléculas de reconhecimento celular especifico:

concanavalina A (Con A) e antigalectina-3 (Antigal-3) e caracterizacdo 6ptica dos conjugados;

- Avaliacdo da integridade estrutural das proteinas conjugadas aos PQs, por meio da

espectroscopia por dicroismo circular;
- Avaliagéo da eficiéncia da conjugacao atraves do ensaio de fluorescéncia indireta;

- Avaliacao da atividade biolégica da lectina Con A conjugada aos PQs através do ensaio

da atividade hemaglutinante;
- Marcacéo de leveduras e do biofilme de C. albicans;

- Marcacao histoquimica das les6es de mama benigna e maligna e mama normal e andlise

dos perfis de marcacédo em microscopia optica de fluorescéncia.

Neste capitulo serd realizada uma breve explanagdo teérica sobre as propriedades
apresentadas pelos nanocristais de semicondutores (pontos quanticos), os aspectos histologicos
da mama e a aplicacéo das lectinas no estudo molecular das alteracdes glicosidicas decorrentes

do cancer.

1.2 Consideragdes Gerais sobre Semicondutores

Os materiais solidos sdo agrupados de acordo com sua estrutura (arranjo atbmico de seus
atomos) e propriedades (mecanica, elétrica, térmica, magnética, Optica e reatividade quimica) em
cinco classes de materiais: metais, polimeros, ceramicas, compdsitos e materiais avancados. Esta
Gltima categoria compreende a classe de materiais cujas propriedades foram melhoradas para o
desenvolvimento de materiais de desempenho elevado, que séo utilizados em aplicages de alta
tecnologia, como equipamentos eletrénicos e implantes médicos. Agrupados nesta classe estao
0s biomateriais, os materiais inteligentes, os materiais hanoengenheirados e os semicondutores,

categoria a qual pertence o nanomaterial empregado neste estudo (CALLISTER Jr., 2007).

Os semicondutores apresentam como caracteristicas principais: condutividade elétrica, ¢,

a temperatura ambiente, intermediaria aos metais e isolantes (10“ a 10* Q* m™); valor negativo



para o coeficiente de resistividade, p, a elevadas temperaturas; e sensibilidade a luz, produzindo
uma foto-voltagem ou mudanca de resisténcia, R; onde as propriedades apresentadas por estes
materiais sdo decorrentes do arranjo de seus estados ou niveis eletrdnicos em bandas e a
maneira segundo a qual os elétrons ocupam estas bandas (CALLISTER Jr., 2007; PHILLIPS,
1973; SMITH, 1978). Os elementos semicondutores s&o representados pelos Grupos 12 a 16, da
tabela periodica, como demonstrado na Fig. 1.1, onde o silicio (Si) e o germanio (Ge) representam
0s principais elementos semicondutores. A combinacao entre os elemento dos Grupos 13-15 e
dos Grupos 12-16, compreendem aos compostos semicondutores, como arseneto de galio
(GaAs), sulfeto de zinco (ZnS) e seleneto de cadmio e zinco (Zn;,Cd,Se), por exemplo; cujos
atomos se arranjam de forma regular e repetida constituindo um sdlido cristalino
(SHACKELFORD, 2000).
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Fig. 1.1 Destaque da tabela periédica demonstrando os elementos quimicos classificados como
semicondutores (IUPAC, 2012).

O arranjo repetido e periddico dos atomos constituintes do sélido cristalino € conhecido
como célula unitaria, onde sua forma (sem levar em consideracdo as posicdes atdmicas) é
associada a um sistema de coordenadas (X, Yy, € z). Neste sistema, cada um dos eixos coincide
com um dos trés contornos da célula unitaria (a, b e c), cujo comprimento é denominado de
parametro de rede. O angulo formado entre estes eixos constituem os angulos interaxiais (a, S e

) que, juntos, definem a geometria da célula unitaria, como visto na Fig. 1.2 (MITCHELL, 2004).

——

x*

Fig. 1.2 Sistema de coordenadas (X, y, e z) definido para os sistemas cristalinos (MITCHELL, 2004).
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Com base nestas consideracgdes, existem sete diferentes possibilidades de combinacdes
de parametros de rede e angulos interaxiais, cujos representam os sistemas cristalinos. A
consideragdo de como o0s atomos ou grupo de atomos se arranjam, num dado espaco
tridimensional, € denominado de pontos de rede, e apresenta um nudmero limitado de
possibilidades referidas como quatorze redes cristalinas ou de Bravais, como demonstrado na
Tab. 1.1 (CALLISTER Jr., 2007; SHACKELFORD, 2000).

Tab. 1.1 Os sistemas cristalinos e as redes cristalinas ou de Bravais (CALLISTER Jr, 2007; MITCHELL,
2004).

Sistema Angulos Geometria da

Cristalino Relacao axial Interaxiais Célula Unitaria Redes de Bravais
i I — K
ool S S
Ciabico a=hb=r¢ a=f8=y=90 -
a a
L SO
e e R =S)
| i Ciabico Simples  Cdbico de Corpo Centrado (BCC) Ciabico de Face Centrada (FCC)
Hexagonal a=b=c w=f=90y=120" ° i i — —
e o e
a _Z_?'

Tetragonal a=b=c a=fF=1y=90°

= —

Tetragonal Simples  Tetragonal de Corpo Romboédrico
Hexagonal Cenirads

a
Romboédrico a=b=c a=f=y=%°

=

Ortorrémbico a®b=c a=@=y=90° & = -
s Ortorrdmbico Simples  Ortorrémbico de Base Ortorrémbico de Corpe  Ortorrémbico de Face
Centrada Centrado Centrada
R ] -
Monoclinico as=h#=c a=y=090°"#§ - / /7 S = S /
—
—
> WS (A (e /
7 =17
P i ———
Triclinico a=b=c a8y = 90° == — o
ST gAY Monoclinico Simples ~ Monoclinico de Base Triclinico
<A Centrada

Os elementos semicondutores (Si e Ge, por exemplo) apresentam o sistema cristalino,
onde a rede cristalina € denominada de estrutura cristalina do tipo diamante (Fig. 1.3 A). Nesta
estrutura do tipo cubica de face centrada, hd a associacdo de dois 4&tomos por cada ponto de
rede, configurando a presenca de oito &tomos por célula unitaria, de forma a acomodar a ligacéao
tetraédrica destes elementos (SHACKELFORD, 2000).

Nos compostos semicondutores, dois tipos de sistemas cristalinos séo observados: cubico
e hexagonal, dependendo do processo de cristalizacdo. Esta diferenca de simetria é resultante
das diferentes orientacdes dos tetraedros adjacentes, onde o anion, situado ao centro, liga-se a
outros quatro ions cation, ou vice-versa; e a hatureza das ligacdes possui carater iono-covalente
em virtude da transferéncia parcial de densidade eletrébnica do ion de menor ao de maior
eletronegatividade (ROMANO, 2003; SHACKELFORD, 2000).
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Fig. 1.3 Estruturas cristalinas de coordenacéo tetraédrica apresentada pelos cristais de semicondutores. (A)
Estrutura do tipo diamante, formada por duas redes cubicas de face centrada interpenetradas. Nesta
estrutura dois atomos estdo associados por ponto de rede, totalizando oito &tomos por célula unitaria. (B)
Estrutura do tipo blenda de zinco, formada por duas redes cUbicas de face centrada interpenetradas. O
arranjo atbmico nesta estrutura configura a presenca de oito ions por célula unitaria. Cada espécie atbmica
tem quatro vizinhos. (C) Estrutura do tipo wurtzita, constituida pela interpenetracdo de duas redes
hexagonais compactas. Nesta estrutura, cada célula unitaria contém quatro ions por ponto de rede e por
célula unitaria. Cada espécie atbmica possui quatro vizinhos e uma segunda camada formada por doze ions
(CALLISTER Jr., 2007; ROGACH, 2008).

No sistema de geometria cubica, os atomos se arranjam na rede cristalina conhecida como
blenda de zinco. Nesta estrutura ha a interpenetracdo de duas redes cubicas de face centrada, as
guais estdo intimamente empacotadas e configuram a presenca de dois ions distintos por ponto
de rede na célula unitéaria. Cada espécie atdmica tem quatro vizinhos, evidenciando a presenca de
oito ions por célula unitaria. No sistema de geometria hexagonal, a rede cristalina € denominada
wurtzita, onde duas redes hexagonais compactas estdo interpenetradas. Cada célula unitaria
apresenta quatro ions por ponto de rede e por célula unitaria. Cada espécie atdmica apresenta
quatro vizinhos, o que a torna duas vezes mais larga que a da blenda de zinco (Fig. 1.3 B e C); e
0 eixo <111>, na blenda de zinco, corresponde ao eixo-c ou <001> na wurtzita, Fig. 1.4 (LONG,
1968; PHILLIPS, 1973).

Fig. 1.4 (A) Arranjo tetraédrico dos ions dos elementos formadores de compostos semicondutores.
Orientacbes dos tetraedros atémicos adjacentes na (B) blenda de zinco e na (C) wurtzita. A e B referem-se
a duas espécies atdmicas diferentes (LONG, 1968).
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A agregacao periddica dos elementos quimicos no cristal leva a sobreposicdo dos niveis
discretos de energia (ou orbitais moleculares) de cada elemento, formando as bandas de energia
eletrbnica. Durante este rearranjo, os elétrons de cada atomo ou ion passam a interagir com o
potencial atrativo de outros ndcleos, mudando os seus niveis de energia. As entdo formadas
bandas de energia apresentam um espacamento ou band gap, no qual os elétrons ndo podem
ocupar; Fig. 1.5 (GAPONENKO, 1998; PHILLIPS, 1973).

Banda de
Condugéo

sp?

Band Gap

W —tE =3 M

Banda de

\ Valéncia
Orbitais g goa :iga('f) . Orbitais Densidade de
Atomicos Antiigante(g®) Moleculares Estados —

Fig. 1.5 Evolucéo representativa dos orbitais atdbmicos em bandas de energia em um cristal (GAPONENKO,
1998).

A distribuicdo dos elétrons nestas bandas esta relacionada aos tipos de orbitais que as
constituem. A banda de energia formada pela sobreposicdo dos orbitais moleculares do tipo
ligante (o) origina a banda de valéncia (BV) e estd completamente preenchida por elétrons. A
banda constituida pela sobreposi¢do dos orbitais moleculares vazios, do tipo anti-ligante (o*), déo
origem a banda de conducéo (BC). A passagem de elétrons da BV a BC ocorre pela absorcdo de
energia (térmica, mecéanica ou quimica) de valor superior a energia do espacamento entre as
bandas, Ey.p. Esta Egp € correspondente a diferenga entre os valores de energia do ponto mais
alto da banda de valéncia (E,) e do ponto mais baixo da banda de conducdo (E;), como
demonstrado na Eqg. 1.1. Para os semicondutores, o valor da Eg,, € da ordem 1-3 eV; nos
isolantes € maior que 2 eV e os metais ou condutores apresentam o valor de ~1/40 eV
(GAPONENKO, 1998; MITCHELL, 2004; PHILLIPS, 1973).

Egap = Ec' EV Eq. 1.1

Durante a transi¢cao eletrbnica, um elétron (e’) deixa um espaco vazio na BV, denominado
buraco (h*), com o qual interage através de interacdes coulombicas, formando uma quasiparticula

s

neutra chamada éxciton (e-h"); cuja semelhanca ao atomo de hidrogénio, também é referido
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como um par hidrogendide. Juntos, o elétron e o buraco apresentam movimento livre através do
cristal e contribuem na condutividade elétrica e nas propriedades O6pticas ou fotbnicas dos
materiais semicondutores. O tipo de éxciton de ocorréncia comum nos elementos e compostos
semicondutores é o éxciton de Wannier-Mott ou “livre”, Fig. 1.6 A, que se caracteriza por
apresentar um raio largo e mover-se livremente através do cristal; diferente do éxciton de Frenkel
ou 'estreitamente’ ligado, Fig. 1.6 B, que tem raio comparavel a constante de rede da célula
unitéria e é considerado como o estado excitado do atomo ou molécula onde esté localizado
(cristais moleculares e de isolantes). O raio de Bohr do éxciton ou raio de Bohr de um
semicondutor especifico, ag, expressa a distancia mais provavel entre o elétron e o buraco em um
material semicondutor, Fig. 1.6 C, esta relacionado ao raio de Bohr do atomo de hidrogénio,
conforme Eq. 1.2 (GAPONENKO, 1998; KITTEL, 2005; PRASAD, 2004).

ag- £my/ux 0,53 A Eq. 1.2

grom Tt +myt Eq. 1.3

Em que,

0,53 A — raio de Bohr do atomo de hidrogénio
&£— constante dielétrica estatica do semicondutor
M— massa reduzida elétron-buraco

m,— massa do elétron, em repouso

m - massa efetiva do elétron

m’1,— massa efetiva do buraco
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Fig. 1.6 Representacao esquematica do éxciton do tipo (A) Wannier-Mott ou livre, geralmente apresentado
pelos elementos e compostos semicondutores. O par (e-h") esta fracamente ligado, devido a grande
separacao entre o elétron e o buraco, e apresenta movimento livre por toda a extenso do cristal. Exciton do
tipo (B) Frenkel ou estreitamente ligado, que ocorre em materiais isolantes e cristais de moléculas (ex.
antraceno). O par (e-h") apresenta raio pequeno, mobilidade reduzida e se movimenta através do cristal
'saltando’ de um atomo a outro. (C) Raio de Bohr do éxciton (PRASAD, 2004).
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O mecanismo de formacdo e recombinacdo excitbnica do par (e-h*) entre os elementos e
compostos semicondutores ocorre de forma diferente. Nos compostos semicondutores, ou
semicondutores do tipo gap-direto, a transi¢éo eletrdnica ocorre de forma direta, ou seja, através
da absorcéo de fotons de energia superior a Egqp; que resulta num decaimento radiativo ou
luminescente, com emissdo de fétons de energia menor que a energia absorvida, Fig. 1.7 A. A
perda de energia térmica, decorrente da relaxacao vibracional, concorre com a emisséo de fotons
de comprimento de onda maior, denominado Stokes shift. Nos elementos semicondutores, além
da absorgéo de energia superior a Eg,p, do semicondutor, a transi¢éo eletronica € mediada pela
criacdo de um fonon (vibracao da rede cristalina), o que os denomina semicondutores do tipo gap-
indireto, Fig. 1.7 B, cuja recombinacdo excitdnica, nestes materiais, ndo resulta na emisséo de luz
(BLASSE, 1994; FOX, 2001; LAKOWICZ, 2006; PRASAD, 2004).

LN
I E gap Fonon

A K B k
Fig. 1.7 Esquema da energia do elétron em um (A) composto semicondutor ou do tipo gap-direto, como

GaAs e InP; e de um (B) elemento semicondutor ou do tipo gap-indireto, ex. Si, Ge e GaP), a partir do vetor
de onda k = 0 (PRASAD, 2004).

Devido as suas propriedades, os compostos e elementos semicondutores sdo amplamente
empregados como fotodetectores em circuitos eletronicos sofisticados (LIMOUSIN, 2003;
MORALES-ACEVEDO, 2009) e, recentemente, como marcadores moleculares em sistemas
biol6gicos, quando em regime de tamanho reduzido (BAILEY; SMITH; NIE, 2004; SUTHERLAND,
2002), assim, serdo citadas algumas caracteristica apresentadas pelos nanocristais de

semicondutores e sua aplicacdo como macadores biologicos fluorescentes.

1.2.1 Semicondutores de Tamanhos Reduzidos

A reducdo no tamanho, em uma ou mais dimensdes dos cristais dos compostos
semicondutores, ao tamanho equiparavel ao do raio de Bohr do éxciton do cristal semicondutor
macroscopico ou bulk resultam em mudancas na estrutura das bandas do semicondutor, Fig. 1.8.

Os elétrons passam a ocupar niveis discretos de energia e adquirem energia cinética devido ao
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movimento térmico na dimensao do confinamento. O confinamento dos elétrons em uma, duas ou
trés dimensdes, resulta em materiais nanoestruturados, como 0s po¢os quanticos ou filmes
quanticos (quantum well ou quantum film — 2D), que apresentam duas dimensfes livres do
confinamento; os fios quanticos (quantum wires — 1D); e 0s pontos quanticos (quantum dots — OD),
cujo confinamento ocorre nas trés dimensdes (FOX, 2001; KLABUNDE, 2001).
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Fig. 1.8 Densidade de estados eletrbnicos em cristais macroscépicos, e em regime de confinamento em
uma (filme quéntico), duas (fio quantico) e trés dimensées (ponto quéntico) (PRASAD, 2004).

O efeito do confinamento quantico faz com que as propriedades dos materiais
nanoestruturados se tornem dependentes do tamanho do cristal, como reducéo do ponto de fusédo
e maior reatividade de superficie, quando comparados a seus respectivos cristais macroscépicos.
Entretanto, as propriedades Opticas recebem destaque particular, pois a absorcdo e emisséo de
fotons requer maior energia. Segundo Al. L. Efros e A. L. Efros (1982) e E. |I. EKimov e A. A.
Onushchenko (1982), os efeitos do tamanho variam de acordo com a diferenga da razéo entre a
dimensao do nanocristal, R, e o raio de Borh do semicondutor, ag; onde sao classificados em duas
categorias: regime de confinamento forte (R << ag) e regime de confinamento fraco (R >> ag), cuja
dimensdo do nanocristal é cerca de 2 a 4 vezes maior que ag (GAPONENKO, 1998; PRASAD,
2004; ROGACH, 2008; YAMANE; ASAHARA, 2004).

A obtencdo de materiais nanométricos em regime de confinamento nas trés dimensdes é
realizada através de técnicas especiais, como métodos de crescimento epitaxial, métodos
litograficos e métodos de crescimento espontaneo (POOLE Jr; OWENS, 2003), classificados
como métodos top-down (como os métodos fisicos) ou bottom-up (quimica coloidal). No método
top-down, os precursores, em larga escala de tamanho, tém uma ou mais de suas dimensfes
gradualmente reduzidas pela incidéncia de um feixe de elétrons, &tomos neutros, ions, laser ou
radiacdo eletromagnética (luz visivel, UV ou raios-X) na regido da superficie da amostra desejada,
seguida pelo tratamento quimico da superficie. No método bottom-up os ions dos precursores e
moléculas estabilizantes (ex. polimeros, surfactantes e moléculas orgénicas), dispersos em um
meio liquido (organico ou aquoso), se agregam formando pequenos ndcleos; cujo crescimento
subsequente destes ndcleos origina os nanocristais (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; FOX,
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2001). O modelo de La Mer descreve os estdgios de nucleacdo e crescimento de nanocristais
monodispersos obtidos pelo método de quimica coloidal, Fig. 1.9, o qual relata que o processo de
crescimento secundéario dos nanocristais através da dissolu¢cdo de nudcleos muito pequenos,
denominado amadurecimento de Ostwald; e a saturagdo dos materiais precursores (MURRAY;
KAGAN; BAWENDI, 2000).
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Fig. 1.9 Representacéo dos estagios de nucleagao e crescimento de nanocristais monodispersos segundo o
modelo de La Mer (MURRAY; KAGAN; BAWENDI, 2000).

Os nanocristais, preparados pelos métodos fisicos ou de quimica coloidal, apresentam
muitos defeitos em sua superficie devido a presenca de ligacbes quimicas parcialmente saturadas
em decorréncia da descontinuidade da extensdo do cristal. No entanto, sua estabilizacdo pode ser
obtida pela adicdo de cargas a superficie dos nanocristais ou por meio de impedimento estérico,
proporcionado pelo uso de alcanos funcionalizados, silica ou polimeros. O equilibrio entre as
interacdes repulsivas (repulsdo estérica e eletrostatica) e atrativas (interacdes hidrofobicas e de
van der Waals) permite que 0s nanocristais permanecam em suspensao e que as propriedades
fisico-quimicas intrinsecas relacionadas ao tamanho sejam evidenciadas e tecnologicamente
exploradas (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; PRASAD, 2004).

Os agentes estabilizantes possibilitam ainda a ligacdo dos PQs as biomoléculas (SHAO
et al., 2009; WANG et al., 2010), reducdo da toxicidade (TAN; ZANG, 2005; WOLCOTT et al.,
2006) e melhora as propriedades Opticas dos nanocristais, por participar da formacdo da camada
de passivacdo (GAPONIK et al., 2002; TALAPIN et al., 2002), onde um semicondutor, com maior

Eqap € ‘Crescido’ na superficie dos nanocristais (ROGACH, 2008).
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Em 1998, foi iniciada a aplicacdo de PQs de CdSe, soluveis em 4gua e conjugados a
biomoléculas, como marcadores biolégicos fluorescentes, Fig. 1.10, pelos grupos liderados por A.
Paul Alivisatos (BRUCHEZ et al., 1998) e Shuming Nie (CHAN; NIE, 1998); transformando estas
nanoestruturas em promissoras ferramentas nanodiagnésticas (AZZAZZY; MANSOUR;
KAZMIERCZAK, 2006).

Atualmente, os PQs tém sido utilizados na obtencdo de imagens por fluorescéncia, com
elevada resolugdo e precisdo, em tempo real, de compartimentos variados de células vivas
individuais (MICHALET et al., 2005); na localizagdo de moléculas no interior de células e de
receptores de membrana (LIDKE et al., 2005); na marcagdo de organelas (CAl et al., 2007);
tecidos (CHEN et al.,, 2009); como agente fotosensitizador na terapia fotodinamica (SAMIA,
CHEN; BURDA, 2003); como marcador farmacocinético de agentes terapéuticos e como auxiliar
em cirurgias opticas (MATSUNO et al., 2005); em microarranjos (ROUSSERIE et al., 2010) e em
hibridizac&o fluorescente in situ (THOLOULI et al., 2006), permitindo o estudo da organizacéo
espacial e temporal, distribuicdo intracelular de moléculas e o trafico molecular dindmico
(MICHALET et al., 2005; SUKHANOVA; NABIEV, 2008).

As propriedades épticas, dependentes do tamanho e composi¢do quimica, possibilitam a
obtencdo de PQs com espectro de emissao entre o ultravioleta e o infravermelho (SUKHANOVA;
NABIEV, 2008); que, comparados as sondas fluorescentes organicas, comumente utilizadas como
marcadores biolégicos, apresentam como vantagens, menor toxicidade em sistemas vivos; maior
resisténcia a fotodegradacdo e fotoclareamento, permitindo o uso em ensaios dindmicos de
deteccéo por periodos prolongados, Fig. 1.11; ampla regido de absor¢cdo no espectro UV-visivel,
picos de emissao simétrico e estreito e amplo Stokes shift, favorecendo a separacdo 6ptica entre
a luz emitida e a utilizada para excitagdo (RESH-GENGER et al., 2008).

A B

Fig. 1.10 Primeiras imagens obtidas para a marcacgéo de células por pontos quanticos. (A) Fibroblastos 3T3
marcados por CdSe/CdS. (B) Células HeLa marcadas por CdSe/ZnS (BRUCHEZ et al., 1998; CHAN; NIE,
1998).
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Fig. 1.11 Resisténcia ao fotoclareamento apresentado pelos pontos quéanticos (em vermelho) comparado ao
corante organico (verde) em dupla marcacéao de fibroblastos 3T3 (MEDINTZ et al., 2005).

1.2.1.1 Pontos Quanticos de Telureto de Cadmio

O telureto de cadmio, CdTe, é um composto semicondutor do tipo gap-direto formado
pelos elementos pertencente aos Grupos 12 (caddmio) e 16 (teldrio). O cristal bulk ou
macroscopico, Fig. 1.12 A, tem aspecto cinza escuro e seus atomos podem se arranjar sob o
sistema cristalino cubico ou hexagonal, com Ey,, de 1,51 eV e 1,54 eV, a 25°C, respectivamente,
onde a rede cristalina do tipo blenda de zinco se apresenta como a fase termodinamicamente
mais estavel a temperatura ambiente (AL-DOURI, 2003; HOSSEINI, 2008).

A obtencdo de PQs de CdTe com tamanhos variados, Fig. 1.12 B, € realizada por
metodologias que empregam diferentes tempos de crescimento (PENG; PENG, 2001; XIAO et al.,
2010), proporcédo de precursores (ZHANG et al., 2003) e moléculas estabilizantes (HE et al., 2008;
ZHANG et al., 2009); que depende da aplicacdo: marcador biolégico fluorescente (LIRA et al.,
2012; TALAPIN et al., 2002) ou sensor (SARAN, 2011; WANG, 2010), por exemplo.

.I Fi l TFEE] l"l'T'i'il-’T'll]:T"i'\"i
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Fig. 1.12 (A) Aspecto do cristal macroscopico de CdTe. (B) Demonstragéo da relagdo entre o comprimento
de onda de fluorescéncia e a variacdo no tamanho dos pontos quanticos, de 2-4 nm (CHEMISTRY
RESOURCE, 2011; SILVA et al., 2010).

Pontos quanticos de telureto de cadmio recobertos por sulfeto de cadmio, CdTe/CdS, séo
nanoestruturas do tipo nucleo-casca ou core-shell, onde telureto de cadmio compde o nucleo e
sulfeto de cadmio recobre a superficie; e que possui energia de gap maior que CdTe. Isso
promove a passivacao das ligacdes quimicas ndo saturadas na superficie do nanocristal e permite

gue a luz emitida pelo nucleo seja transmitida sem qualquer absorcao pela casca, melhorando a
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eficiéncia da luminescéncia do nanocristal (PRASAD, 2004). Na Tab. 1.2 estdo resumidas

algumas propriedades fisicas apresentadas por CdTe e CdS.

Tab. 1.2 Algumas propriedades fisicas apresentadas pelos compostos semicondutores CdTe e CdS, a 25°C
(BORISENKO; OSSICINI, 2004; ESCH et al., 1990; GAPONENKO, 1998; POOLE Jr; OWENS, 2003).

Propriedade

CdTe

Cds

Rede cristalina

Parametro de rede (hm)

Natureza da Ega,

Egap fundamental (eV)

indice de refragéo

Permissividade relativa (constante dielétrica estatica)
Raio de Bohr do éxciton (nm)

Densidade (g/cm?®)

Peso molecular (g/mol)

Ponto de fuséo (K)

Condutividade térmica (mW/cm.K)

Blenda de zinco

0,6477
direta
1,50
2,75
10,9
7,3
5,86
240,0
1365

59

Blenda de zinco
0,582
direta

2,50
2,5
2,8

4,82

144,47

1750

200

A aplicacdo biolégica dos PQs de CdTe como marcadores biolégicos fluorescentes

especificos abrange a conjugacdo destas nanoestruturas a moléculas biologicas, como proteinas

ou anticorpos (LI et al., 2005) que pode ser realizada através de ligacéo covalente entre o ponto

quantico e a proteina mediada pelo uso de ligantes bifuncionais; por meio da atragéo eletrostatica,

mediada ou ndo pela coadsor¢do de ions; através da atra¢@o hidrofdbica; e pela silanizagdo da

superficie do ponto quantico ou agregacdo a matrizes poliméricas ou beads (CHAN et al., 2002),

como ilustrado na Fig. 1.13.
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Fig. 1.13 Alguns tipos de interacao entre PQs e biomoléculas para aplicacéo biol6gica (CHAN et al., 2002).
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Em virtude dos PQs de CdTe terem sido utilizados como marcador biolégico fluorescente
em protocolos de marcagéo histoquimica das lesGes mais comuns da mama, serdo realizadas
algumas consideragBes sobre as caracteristicas da mama e dos dois principais tipos de lesGes

gue acometem este 6rgédo: o fibroadenoma e o carcinoma ductal invasivo.

1.3 Aspectos Histolégicos da Mama

Histologicamente, a mama corresponde a um Orgdo constituido por tecido epitelial
glandular e tecido de sustentacdo (tecidos conjuntivo e adiposo). No tecido epitelial glandular as
células constituintes sdo especializadas na atividade de secrecdo, sendo responsavel pela
secrecdo de proteinas, lipidios e complexos de carboidratos e proteinas que compdem o leite
materno. Neste tipo de tecido epitelial, as glandulas sédo exdcrinas, pois transportam e eliminam as
secrecgbes a superficie do corpo através de ductos tubulares. A porcao secretora é constituida por
células que apresentam forma esférica e arredondada, classificando-a como uma glandula
composta tubulo-acinosa do tipo apocrina, pois o produto de secrecéo € descarregado junto com
porcoes do citoplasma apical da célula; e justapostas as células secretoras, encontram-se as
células mioepiteliais, que sdo capazes de contracdo, Fig. 1.14 (GUINEBRETIERE et al., 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Cada glandula mamaria, também chamada de I6bulo, est4 presente num namero de 15 a
25 glandulas em cada mama. Os lébulos sdo separados por tecido conjuntivo denso e muito
tecido adiposo, denominados estroma, dispostos imediatamente abaixo da lamina basal do tecido
epitelial. No tecido conjuntivo denso estdo presentes vasos sanguineos e linfaticos, nervos e
abundante matriz extracelular na qual estdo presentes as proteinas fibrosas (colageno e elastina)
e um complexo viscoso de macromoléculas (glicosaminoglicanos e proteoglicanos) e
glicoproteinas multiadesivas (laminina e fibronectina, entre outras) que promovem nutricdo e
sustentacéo (GUINEBRETIERE et al., 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Tecido conjuntivo denso

Tecido conjuntivo

=i
SyIE (Estroma) Célula mioepitelial
2 Tecido epitelial glandular
_<— Ducto
Acinos

“><5 Secregdo apocrina
Al J

Fig. 1.14 (A) Glandula mamaria, demonstrando a porgdo secretora (acinos) e os ductos. Mag. 50X. (B)
Corte da porcdo secretora de uma glandula mamaria. Média magnificacdo (GUINEBRETIERE et al., 2005;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).
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As variacdes na estrutura histolégica destas glandulas estéo relacionadas ao sexo, idade e
estado fisiologico. ApO6s a puberdade, no sexo feminino, ha desenvolvimento dos seios
galactoforos e suas ramificagdes (ductos galactéforos), que resultam no aumento do tamanho,
devido ao acumulo de tecido de sustentacdo e a proliferagdo dos ductos galactéforos. Associado
a isto, as variagcbes mensais ciclicas, em decorréncia da diferente expressdo de receptores
hormonais e apoptose, levam a proliferacdo de células epiteliais (na fase estrogénica) e ao
aumento do estroma, ocasionado por maior hidratacdo, formacdo de vasos e infiltragdo de
linfocitos (na fase progestacional). Durante a gravidez e lactacdo, os l|obulos aumentam
significativamente, decorrentes do desenvolvimento numeroso de acinos com lumen dilatado para
a producéo de leite, Fig. 1.15. Na menopausa héa atrofiamento das glandulas e reducéo de tecido
conjuntivo, que é substituido por tecido adiposo. No sexo masculino, normalmente nédo ha
desenvolvimento completo destas glandulas (GUINEBRETIERE et al., 2005; JUNQUEIRA;

CARNEIRO, 2008).
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Fig. 1.15 (A) Esquema da mama feminina mostrando as glandulas mamarias inativas e (B) o
desenvolvimento de acinos nas glandulas mamarias ativas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

Alteracdes histoldgicas, decorrentes da proliferacdo excessiva das células da mama,
podem ocasionar o surgimento de lesdes. Dentre estas lesdes, a grande maioria € classificada
como doenca benigna da mama; e geralmente envolve aumento na quantidade de tecido fibroso
(fibrose), aumento do tamanho das glandulas (adenose), presenca de cisto (massa nodular <1
cm) e/ou aumento no nimero de células epiteliais nos ductos (hiperplasia), onde o fibroadenoma
configura o tipo de lesdo benignha mais comum da mama (GUINEBRETIERE et al., 2005; GURAI;
SAHIN, 2006).

O fibroadenoma é um tumor do tipo horménio-dependente e se apresenta como uma

massa apalpavel na mama, com didmetro <3 cm, mobil, firme e ndo tendinoso, que acomete
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mulheres entre os 15 e 35 anos de idade. Numa variacdo deste tipo de leséo, fibroadenoma
gigante ou juvenil, o crescimento rapido e massivo resulta em tumor de dimens&o superior a 10
cm de didmetro, acometendo principalmente jovens e adolescentes, entre 10 e 20 anos de idade.
A frequéncia de ocorréncia é geralmente de forma unilateral, entretanto, lesées multiplas ou de
forma bilateral € observada em torno de 20% dos casos (BISWAS et al., 2012; GURAI; SAHIN,
2006).

Histologicamente o fibroadenoma se caracteriza pela proliferacdo de tecido glandular e
estromal. O aumento do estroma em torno das glandulas pode resultar num perfil de crescimento
pericanalicular ou intracanalicular, no qual os ductos sofrem compresséo, Fig. 1.16. A associagao
deste tipo de lesdo a outras mudancas proliferativas, como adenose esclerosante, adenose e
hiperplasia dos ductos epiteliais, pode ocorrer em 50% dos casos, caracterizando um
fibroadenoma complexo. O risco associado ao posterior desenvolvimento de lesdes malignas deve
ser considerado, principalmente se houver registros de casos de cancer de mama na familia
(CHINTAMANI et al., 2009; GURAI; SAHIN, 2006; KUIJPER et al., 2001).

Fig. 1.16 (A) Mama normal: I6bulo ou glandula mamaria apresentando dupla camada formada por células
epiteliais e mioepiteliais. Mama apresentando fibroadenoma com (B) perfil intracanalicular, onde os ductos
sdo comprimidos e (C) perfil pericanalicular, onde ndo ha compresséo dos ductos pela porgcdo estromal.
Média e pequena magnificacdo (SINGH, 2012).

As lesBes malignas correspondem a doencas complexas nas quais ha associacdo de
caracteristicas clinicas, biolégicas e histoldgicas distintas. As lesdes sdo caracterizadas pela
morfologia: distribuigcdo tubular/acinar e proliferacdo celular alterada, classificadas em cerca de
dezoito tipos histolégicos (WEIGELT et al., 2010); e de acordo com o perfil de expressao génico,
agrupadas em cinco subtipos moleculares e outros trés subtipos adicionais, que tém por base a
expressao de receptores hormonais: positivo ou negativo, e/ou origem das células epiteliais:
mioepitelial/basal ou glandular/luminal (COLOMBO et al., 2011; KWEI et al., 2010; RAKHA et al.,

2007). A Tab. 1.3 correlaciona os tipos de classificagéo.
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Tab. 1.3 Correlagéo entre as lesdes malignas da mama classificadas de acordo com o tipo histolégico e o
perfil molecular (COLOMBO et al., 2011; KWEI et al., 2010; WEIGELT et al., 2010).

Subtipos Moleculares Caracteristicas Tipos Histologicos

Expressédo Positiva de Receptores Hormonais

Carcinoma ductal invasivo
Carcinoma lobular invasivo

- Luminal A RE +, RP +/-. HER2 - Carcinoma neuroenddcrino
Carcinoma mucinoso
Carcinoma tubular
- Luminal B RE + RP +/-, HER2 + Carcinoma micropapilar

invasivo
Carcinoma apocrino

Expressdo Negativa de Receptores Hormonais

Carcinoma adenoide cistico
Carcinoma medular

- Semelhante ao Basal RE -, RP -, HER2 -, Carcinoma metaplastico
cq 5/6 +, EGFR + Carcinoma de células
acinicas

Carcinoma secretério
Carcinoma lobular invasivo
RE -, RP -, HER2 +, Carcinoma micropapilar
cq 5/6 +/-, EGFR +/- invasivo
Carcinoma apocrino

- Superexpressdo de HER2

- Semelhante a mama normal RE -/+, RP ?, HER2 -, EGFR + Ca_rcinoma med‘f'af
Carcinoma metaplastico

Subtipos Adicionais

RE -, RP -, HER2 +/-,

- Apdcrino molecular cq 5/6 +/-, EGFR +/-

Carcinoma apdcrino

- Baixa expresséo de RE -, RP -, HERZ2 -, Carcinoma metanlastico
proteinas “claudin” cq 5/6 +/-, EGFR +/- P
- Relacionado & interferon RE -/+, RP ?, HER2 - Carcinoma medular

De Tipos Moleculares Nao Determinados

Carcinoma cribiforme
invasivo
Carcinoma papilar invasivo
Carcinoma sebaceo
Carcinoma de células
limpidas rica em glicogénio
Carcinoma oncocitico
Carcinoma rico em lipidios

-ND ND

RE: receptor para estrégeno; RP: receptor para progesterona; HER2: receptor-2 do fator de crescimento epidérmico
humano; EGFR: receptor do fator de crescimento epidérmico;-: negativo; +: positivo; ?: desconhecido; +/-:
ocasionalmente positivo; -/+: raramente positivo; ND: ndo determinado; cq 5/6: citoqueratinas 5 e 6.
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Cerca de 95% das lesbes malignas da mama sé&o resultantes da proliferacdo de células
pertencentes ao tecido glandular, sendo classificadas como carcinomas. Entretanto o carcinoma
ductal invasivo é o mais frequente, correspondendo a mais de 75% dos casos. Histologicamente,
as glandulas apresentam forma e tamanhos variados, com arranjo desordenado e auséncia de
camada mioepitelial verdadeira. As margens sao irregulares e apresentam infiltragdo variavel de
tecido adiposo adjacente, Fig. 1.17 (GUINEBRETIERE et al., 2005; SINGH, 2012; WEIGELT et al.,
2010).

No Brasil sdo estimados mais de 52.000 novos casos de cancer de mama para 0 ano de
2012 e também de 2013 (INCA, 2012). Os fatores de risco estdo intrinsecamente relacionados a i)
vida reprodutiva da mulher: menarca precoce, nuliparidade, primeira gestagdo acima dos 30 anos,
uso de anticoncepcionais orais, menopausa tardia e terapia de reposi¢cdo hormonal; ii) aos fatores
genéticos, incluindo a prévia ocorréncia de certos tipos de tumores benignos da mama; e iii) aos
fatores comportamentais, como consumo de bebida alcodlica, sedentarismo, habito de fumar,
aspectos nutricionais (consumo de carne vermelha e alimentacéo rica em triglicerideos) e estresse
psicologico (ANTONOVA; ARONSON; MUELLER, 2011).

Fig. 1.17 Aspectos histolégicos do carcinoma ductal invasivo, demonstrando (A) a desorganizagdo no
arranjo glandular e (B) a invasao de tecido adiposo adjacente, em meio a porgcao secretora glandular.
Magnificagdo 200x. Nas imagens de marcacdo histoquimica para receptores de estrogénio, observa-se a
auséncia da camada de células mioepiteliais no tumor maligno (C) quando comparado ao tecido normal (D),
que apresenta localizacao justaposta ao epitélio glandular, corado em marrom. Magnificagdo média
(GUINEBRETIERE et al., 2005; SINGH, 2012).
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A transformacédo de células normais em células neoplésicas, ou seja, células com caréater
proliferativo fora do controle das restricbes do ciclo celular; compreende a um evento complexo,
onde estao envolvidas mudancas genéticas e fenotipicas. As alterac6es genéticas promovem a
superexpressao de sinais de crescimento e as tornam indiferentes aos efeitos inibitérios dos
produtos de supressdo génica tumoral, enquanto que as mudancas fenotipicas, especialmente
aquelas relacionadas aos carboidratos da superficie celular, sdo responsaveis por promoverem
mecanismos de escape a vigilancia imunoldgica e habilidade de invadirem outros contornos
teciduais (ALBERTS et al., 2002; GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

A (glicosilacdo de lipidios e proteinas compreende a uma das mais importantes
modificagdes moleculares nos sistemas bioldgicos. Enzimas das subclasses das glicosidades e
glicosiltransferases sdo as responsaveis pela sintese destes glicoconjugados, que atuam no
reconhecimento e adesao intercelular, migracdo celular durante o desenvolvimento, tipagem
sanguinea e resposta imunolédgica, entre outros. A estrutura dos residuos glicosidicos, nos
glicoconjugados, € diversa e se deve i) as possibilidade de configuracdo do carbono anomérico
(a/B); ii) diferentes posicdes dos atomos de carbono participantes da ligacédo (1—1, 2, 3, 4, 6, para
hexopiranoses); iii) niumero de membros no anel (piranose/furanose) e iv) ramificacdes e
substituicBes sitio-especificas (acetilacdo, fosforilacdo ou sulfatacdo) (GABIUS et al.,, 2011,
NELSON; COX, 2004; ROSENFELD et al., 2007).

O perfil de expresséo glicosidica na superficie das células varia de acordo com o tipo, o
estagio de desenvolvimento e diferenciacdo ou maturacdo celular e € comumente observada em
muitos estados patoldgicos, facilitando a discriminacdo entre lesdes benignas e cancer. A
alteracdo fenotipica de carboidratos, na superficie celular, pode ser avaliada pelo uso de lectinas,
gue sdo moléculas pertencentes a uma superfamilia de glico(proteinas) com a capacidade de ligar
a carboidratos de forma tdo especifica quanto a interacdo entre antigeno-anticorpo ou enzima-
substrato (GABIUS et al., 2011). Nestas moléculas, o dominio de reconhecimento de carboidratos
(DRC) é o responsavel por esta caracteristica, sendo capaz de distinguir entre os isébmeros
anomeéricos (a/B) dos residuos glicosil, na porcéo final ndo reduzida dos oligossacaridios (CAZET
et al.,, 2010; GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011; LIMA et al., 2010; SHEKHAR et al.,
2004).

Como a lectina concanavalina A foi utilizada nos protocolos de marcacéo histoquimica das
lesbes da mama e o anticorpo monoclonal antigalectina-3 foi utilizado para observagédo da
presenca da lectina galectina-3 nas seccdes histologicas da mama serdo realizadas algumas

consideracdes sobre estas lectinas.
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1.4 ConsideracBes Sobre as Lectinas e Seu Uso no Es  tudo do Cancer

As lectinas sdo membros de uma superfamilia de glico(proteinas) que apresentam a
capacidade de reconhecer especificamente carboidratos e mediar uma variedade de processos
biolégicos. A origem deste termo vem do Latin, lectus (forma no passado de legere) que significa
‘escolher’ ou ‘selecionar’; denominada por William C. Boyd e E. Shapleigh, em 1954 (GABIUS et
al., 2011; JIANG; MA; RAMACHANDRAN, 2010).

Os primeiros registros historicos sao relacionados a caracteristica aglutinante apresentada
por estas proteinas e datam de 1860 e 1888, por S. Weir Mitchell e Peter Hermann Stillmark, para
0 veneno da cobra Crotalus durissus e para o extrato da semente de Ricinus communis (ricino),
respectivamente. Em 1936, James B. Sumner e Stacey F. Howell sugerem que a atividade
aglutinante apresentada pelas lectinas ocorra em decorréncia de sua ligacdo a glicoproteinas;
sendo comprovado por Walter J. T. Morgan e Winifred M. Watkins, na década de 1950, que a
ligacdo das lectinas aos carboidratos ocorre de forma especifica (GABIUS, 2002; SHARON, 2007;
SHARON; LIS, 2004; SUMNER; HOWELL, 1936).

Amplamente encontradas na natureza (virus, bactérias, fungos, protozoarios, vegetais e
animais), as lectinas desempenham func¢fes biologicas variadas associadas ao reconhecimento
molecular em processos como infecgdes (virais, bacterianas e parasiticas), fertilizacéo, regulacéo
do crescimento celular, apoptose, adeséo celular, quimiotaxia e produgéo de citocinas. E, devido a
diversidade apresentada pelos seus membros, as lectinas sdo classificadas de acordo com a
semelhanca de seus dominios globulares de reconhecimento de carboidratos, conforme a Tab.
1.4 (KHAN; KHAN, 2011; LORIS, 2002; LORIS et al., 1998; RABINOVICH; RUBINSTEIN;
TOSCANO, 2002; VENKATARAMAN, 1997; WEISS; DRICKAMER, 1996).

A especificidade de ligacdo a carboidratos conferida aos membros desta superfamilia de
glico(proteinas), permite que sejam empregadas em diversos usos biotecnoldgicos, como a
purificacdo e caracterizacdo de carboidratos complexos e glicoproteinas (WU et al., 2009 ),
ensaios diagnosticos (OLIVEIRA; CORREIA; DINIZ, 2009), marcagfes histoquimicas (LIMA et al.,
2010) e na fabricacdo de sensores de glicose (LABIB et al., 2010). A seguir serdo citadas algumas

observacgdes sobre a concanavalina A e a galectina-3.
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Tab. 1.4 Classificacdo das lectinas (ANGATA; BRINKMAN-Van der LINDEN, 2002; DAHMS; HANCOCK,
2002; KAWABATA; TSUDA, 2002; LIU; PATTERSON; WANG, 2002; LU et al., 2002; RABINOVICH,;
RUBINSTEIN; TOSCANO, 2002; WEISS; DRICKAMER, 1996).

Familia de Lectinas

Lectinas

Lectinas vegetais

Lectinas de leguminosas

Lectinas de cereais

Toxinas vegetais

Lectinas de bulbo

Lectinas animais

Lectinas do Tipo S ou Galectinas

Lectinas do Tipo C (dependentes de
calcio)

Lectinas do Tipo | (reconhecem o
acido sidlico, outros carboidratos e
glicosaminoglicanos sulfatados)

Lectinas do Tipo P (receptores de
manose-6-fosfato)

Pentraxinas

Taquilectinas

Lectinas bacterianas

Toxinas

Lectinas virais

Virus Influenza

Polioma virus

Concanavalina A (Con A)

Lectina de ervilha

Lectina de Lathyrus ochus (LOL I e LOL II)
Lectina 4 Griffonia simplicifloria (GS4)
Lectina de Erythrina corallodendron (Ecol)

Aglutinina de soja (SBA)
Aglutinina do gérmen de trigo (WGA)

Ricino

Lectina de gota de neve (GNA)

Galectina-1 a -15 (Gal-1 a -15)

Proteina A ligante a manose (MBP-A)

Mutante de MBP-A ligante a galactose

Proteina C ligante a manose (MBP-C)

Colectinas: lectina ligante a manana (MBL), proteina
surfactante A e D (SP-A e -D), conglutinina e
colectina-43 (CL-43)

Ficolinas (Ficolina-H, -L, -M)

Sialoadesinas-1 a -11 (Singlecs-1 a -11)

Outros carboidratos: hemolina, CD2 e CD83
Glicosaminoglicanos sulfatados: receptor do fator de
crescimento fiblobastico-1 a -4 (FGFR-1 a -4)

Receptor de manose-6-fosfato dependente de calcio
(CD-MPR)

Receptor de manose-6-fosfato/ fator de crescimento I
semelhante a insulina (IGF-1I/MPR)

Componente P sérico amiloidal (SAP)

Taquilectina-1 a -5 (TL-1 a -4, -5A e -5B)

Enterotoxina termolabil(TL)
Toxina colérica (CT)
Toxina pertussis (PT)

Hemaglutinina—Leu**° (sitio 1) (HA)
Hemaglutinina—GIn®*® (sitio 1) (HA)
Hemaglutinina (sitio 2) (HA)

Proteina viral 1 (VP1)
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1.4.1 Generalidades Sobre a Concanavalina A

A lectina concanavalina A (Con A) é extraida dos grdos da leguminosa Canavalia
ensiformis e foi a primeira lectina a ter sua estrutura cristalina determinada por cristalografia de
raios-X, a uma resolucdo de 2,0 e 2,4 A, em 1972, por Gerald M. Edelman e colaboradores, e por
Karl D. Hardman e Clinton F. Ainsworth. O estudo de sua interacdo especifica a carboidratos foi
detalhadamente realizado por Z. Derewenda e colaboradores, em 1989, por difracdo de raios-X, a
uma resolucdo de 2,9 A, da lectina complexada a metil-a-D-manopiranosil (DEREWENDA et al.,
1989; EDELMAN et al., 1972; HARDMAN; AINSWORTH, 1972; LORIS, 2002).

Concanavalina A é uma proteina que apresenta mudanca ha conformacao de sua estrutura
quaternaria, em solu¢do aquosa, com variacdo do pH (ZAND; AGRAWAL; GOLDSTEIN, 1971),
temperatura (HUET et al., 1974) e forca idnica da solugdo (McKENZIE; SAWYER; NICHOL, 1972).
A variacdo do pH favorece ou ndo a agregacgéo de seus dimeros em tetrdmeros. A subunidade
monomeérica, ou seja, a estrutura terciaria, é constituida por 237 residuos de aminoé&cidos, de
massa molecular, MM, equivalente a 26,5 KDa,; cuja agregac¢do de dois monémeros, forma um
dimero de MM ~53 KDa (pH < 5,6), conhecido como dimero canénico. A mudanga do pH a valores
superiores a 7,0, resulta na agregacao de dois dimeros em um tetramero (MM = 104 KDa; pH >
7,0), chamado de dimero de dimeros (MANDAL; BREWER, 1993; NAEEM; KHAN; KHAN, 2005;
OLSON; LIENER, 1967).

O enovelamento dos monémeros de Con A é semelhante a um sanduiche de duas folhas-3
antiparalelas, superiormente cobertas por uma terceira folha-3: uma folha dorsal com seis fitas,
uma folha frontal com sete fitas e uma folha superior com cinco fitas, Fig. 1.18, estabilizadas por
dois céations divalentes: o ion célcio (Ca®*) e o fon de um metal de transicdo (Mn?*, Cd**, Zn** e
Co?"), ligados & proteina através das cadeias laterais dos residuos de aminoacidos, Fig. 1.19
(CHATTERJEE; MANDAL, 2003; DEREWENDA et al., 1989). O fon Ca?" é responsavel pela
coordenacédo e fixacdo das cadeias laterais dos aminoacidos que interagem com o acucar (12
camada de coordenacédo) e das posi¢cdes dos elementos estruturais dos aminoacidos que estéao
em contato com estes (22 camada), estabilizando a arquitetura geral do sitio de ligagdo. O ion
Mn®*" ndo coordena nenhuma interacdo direta com a proteina, entretanto sua funcéo é fixar a
posicao do ion céalcio (MANDAL; BREWER, 1993; WEISS; DRICKAMER, 1996).
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Fig. 1.18 Representacdo do monémero da lectina leguminosa concanavalina A. (A) Diagrama em fitas de
Con A. Os ions célcio (roxo) e manganés (verde) estdo indicados. A folha dorsal com 6 fitas, em vermelho,
a folha frontal com 7 fitas, em amarelo e a folha superior com 5 fitas, em cinza. O primeiro e o ultimo residuo
de aminoéacido estédo destacadas em ciano e cinza. (B) Diagrama topologico do enovelamento do monémero
representado em (A). A estrela indica a posi¢cdo onde os cations divalentes interagem com o mondémero.
Protein Data Banking: 2CNA (HUMPHEY; DALKE; SCHULTEN, 1996; LORIS et al.,1998).

N C

A dimerizacdo na Con A envolve o alinhamento antiparalelo, do tipo side-by-side (lado a
lado), de duas folhas-B dorsais com seis fitas, realizado através de interacdes ndo covalentes
(ligacdes de hidrogénio, ligagbes idnicas e interagdes hidrofobicas), gerando a formagédo de uma
folha-B continua com 12 fitas, conhecido como dimero canbnico. Esta interacdo intermonomeérica
é tao intensa que o dimero ‘comporta-se' como se fosse uma Unica molécula; na qual ~1000 A% de
area por subunidade se tornam ocultos. Na tetramerizacdo, dois dimeros side-by-side,
perpendicularmente inclinados (82°), se associam na forma back to back (dorso com dorso),
ilustrado na Fig. 1.20 (CHATTERJEE; MANDAL, 2003; SRINIVAS et al., 2001).

Aspﬂ 0]
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@) o) N
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(ﬂj Aspl1e Asnld
His24 Tyl 2

Fig. 1.19 Representacdo esquematica do sitio de ligacdo dos ions metdlicos as cadeias laterais dos
aminoacidos presentes no mondmero de Con A. Os atomos de carbono estao representados em branco,
nitrogénio em cinza claro, oxigénio em cinza escuro e agua como wat. Os grupos funcionais essenciais a
ligacdo ao aclicar estdo destacados em caixa cinza. Obs: apenas os atomos das cadeias laterais estao
representados. As cadeias laterais dos residuos de glutamato (Glu8), aspartato (Aspl10 e Aspl9) e histidina
(His24) sdo a regido de ligacdo para o metal de transicdo, e aspartato (Aspl0 e Aspl9), tirosina (Tyrl2) e
arginina (Arg228), para o ion calcio (LORIS et al., 1998; WANG et al., 1975).
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Fig. 1.20 Representacdo estrutural da Con A: monémero (A), estrutura quaternaria dimérica (pH < 5,6),
representada pelo alinhamento antiparalelo side-by-side, das duas folhas-B dorsais, formando uma folha-8
continua com 12 fitas, coloridas em vermelho (B) e (C) tetramerizacdo da estrutura quaternaria (pH > 7,0),
resultante da agregacdo back to back de dois dimeros side-by-side, perpendicularmente inclinados num
angulo de 82° (SRINIVAS et al., 2001).

A atividade bioldgica desempenhada por Con A esta relacionada a sua capacidade em
reconhecer especificamente residuos de o-D-manopiranosil e a-D-glicopiranosil. A ligacdo ao
sacaridio, na conformacao cadeira, ocorre através de ligaces de hidrogénio entre quase todas as
suas hidroxilas (aceptoras e doadoras) e o dominio de reconhecimento de carboidratos da lectina.
Dentre as sete ligag6es de hidrogénio presentes, quatro sdo realizadas entre os a-aminos da
leucina, arginina e tirosina (Leu99, Arg228 e Tyr100) e trés entre os radicais laterais de aspartato
e asparagina (Asp208 e Asnl4), ligados ao ion calcio; além de interag6es de van der Waals entre
os residuos arométicos de tirosina (Tyrl2 e Tyrl00) e os carbonos glicosidicos C-5 e C-6, Fig.
1.21 e Tab. 1.5 (DEREWENDA et al., 1989; LORIS et al.,1998).
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Fig. 1.21 Diagrama esquemaético da rede de ligacdes de hidrogénio entre os atomos de oxigénio da manose
(ou glicose) e os hidrogénios doadores e aceptores do dominio de reconhecimento de carboidratos de Con
A: OH-6 estéa ligada ao OD1 (oxigénio doador) de Asp208 e o O-6 esta interagindo com a NH- de Tyr100,
por interacfes de van der Waals; O-3 esta interagindo com NH- de Arg228; O-5 esta interagindo com o NH-
de Leu99; OH-4 esta ligado ao OD2 de Asp208 e O-4 interagindo com NH- da amida de Asnl4; OH-2 faz
ligacdo de hidrogénio com uma molécula de agua, ligada a um tetramero adjacente e O-1 néo realiza
nenhuma ligacdo de hidrogénio (DEREWENDA et al., 1989; GABIUS et al., 2011; LORIS et al.,1998).
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Tab.1.5 Relacdo das ligacdes de hidrogénio entre o dominio ligante a carboidrato no monémero de
concanavalina A e as hidroxilas glicosidicas (DEREWENDA et al., 1989).

LigacBes de hidrogénio

Doador (D) Aceptor (A) Distancia D - A ( A) Comentarios

0-4 Asp208 OD2 2,84

0-6 Asp208 OD1 2,72

Arg228 NH 0-3 3,15 Ligacdo de H ca® - Arg

Asnl4 ND2 0-4 3,24 OD2 liga ao ca”™

Leu99 NH 0-5 3,02

Tyrl00 NH 0-6 3,25

0-2 agua (externa) 3,13 Ligacdo de H a Ser168 e Thr226 ou

Asp71 do tetramero adjacente
Asp — aspartato; Arg — arginina; Asn — asparagina; Leu — leucina; Ser - serina; Thr — treonina.

A conformacdo da estrutura quaternaria da Con A também exerce influéncia sobre sua
atividade bioldgica. Na conformacéo tetramérica (pH 7,2) a constante de associacédo, K, (M™), &
oligomanoses semelhantes a glicopeptidios, € cerca de quatro a dez vezes maior quando
comparada a sua forma dimérica (pH 5,2) e a seus derivados diméricos irreversiveis, succinil- e
acetil-Con A (pH 7,2) (GUNTHER et al., 1973). Maior capacidade hemaglutinante, indu¢do do
capeamento por receptores glicoprotéicos e inibicdo do capeamento dos receptores de
imunoglobulinas, em linfocitos, também séo atividades melhor observadas para a conformacéo
tetramérica (MANDAL; BREWER, 1993). Estudos recentes sobre o cancer tém empregado esta
lectina em marcacgdes histoquimicas de variados tipos teciduais e como agente indutor da
apoptose (morte celular programada do tipo I) em diversas linhagens celulares (LI et al., 2011;
LIMA et al., 2010; LIU et al., 2009; VETRI et al., 2010).

Os resultados de marcacfes histoquimicas que utilizam Con A em seus estudos
demonstram um perfil de marcacao glicosidica diferencial entre tecidos neoplasicos e normais. A
marcacao de tecidos da mucosa gastrica ndo infectada por Helicobacter pilory demonstrou que
Con A, conjugada ao corante fluorescente isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou a enzima
peroxidase, apresentou um intenso perfil de marcacdo; enquanto que foi observada apenas uma
fraca marcacdo por Con A-FITC na mucosa infectada, sugerindo que a bactéria tenha impedido a
ligacdo da lectina ao tecido. A marcacéao de tecidos de préstata normal demonstra a afinidade de
ligacdo de Con A ao estroma glandular e fraca marcacdo das células epiteliais. Na hiperplasia
benigna, as glandulas sdo moderadamente marcadas. Entretanto nenhuma marcacao foi
observada em tecidos de c6lon em estado normal ou inflamatdrio (colite ulcerativa), sugerindo que
os glicoconjugados especificos para a Con A foram ausentes ou ndo acessiveis a lectina (LIMA et
al., 2010; MELO-Jr et al., 2004; MELO-Jr et al., 2008).
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1.4.2 Generalidades Sobre a Galectina-3

As galectinas também sdo conhecidas como lectinas do tipo S (devido a descoberta da
atividade ligante a carboidrato de seu primeiro membro ter dependido de reagentes sulfidrilas) ou
lectinas S-Lac (uma vez que todos os membros desta familia sdo soluveis e se ligam a lactose e
sacaridios relacionados), constituem uma familia de lectinas encontrada em alguns fungos e em
muitos segmentos taxondnicos do Reino Animalia: das esponjas ao homem. Dentre as principais
caracteristicas dos membros desta familia estdo: i) a afinidade de ligacdo especifica a B-
galactosidios; e i) a sequéncia conservada dos elementos presentes no dominio de
reconhecimento de carboidratos, DRC (HASAN; ASHRAF; BANU, 2007; LIU; PATTERSON;
WANG, 2002; LOBSANOQV et al., 1993).

Os dominios de reconhecimento de carboidratos dos membros desta familia de lectinas
séo constituidos por cerca de 130 residuos de aminoacidos e, a comparagéo de sua sequéncia,
baseada no nimero e no arranjo de seus dominios, permite que sejam classificadas em trés
subfamilias, Fig. 1.22: Grupo prototipo, onde os membros sdo homodimeros ndo covalentes de
dois DRC idénticos, permitindo a ligacdo cruzada entre ligantes na superficie celular e matriz
extracelular, MEC, como as galectinas Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -15; Grupo quimera,
possuem uma estrutura combinada composta de um DRC -C terminal ligado a um dominio -N
terminal rico em prolina, glicina e tirosina, a Gal-3 € o Unico representante; e Grupo bi-DRC ou de
sequéncia repetida (Tandem Repeat), cujos membros apresentam dois DRC distintos, como Gal-
4, -6, -8, -9 e -12 (BARONDES et al., 1994; INGRASSIA et al., 2006; HASAN; ASHRAF; BANU,
2007; LIU; PATTERSON; WANG, 2002).

Fig. 1.22 Representacdo do arranjo dos dominios de reconhecimento de carboidratos apresentado pelas
subfamilias de galectinas: (A) grupo protétipo: representado pela Gal-5, -7 e -10 (biologicamente ativas
como mondémeros) Gal-1, -2, -11, -13, -14 e -15 (ativas como homodimeros); (B) grupo quimera, na qual a
Unica integrante é a Gal-3, a atividade biologica é conferida pela forma oligomérica, cujas se agregam
através da porcdo N-terminal; (C) grupo tipo bi-DRC onde os dois DRC sao distintos e, geralmente,
apresentam varias isoformas, como a Gal-4, -6, -8, -9 e -12 (ADAIR-KIRK; SENIOR, 2008; COOPER, 2002).
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A primeira lectina animal a ter sua estrutura cristalina estudada foi a Gal-1, complexada a
lactose, em 1993 por Yuri D. Lobsanov e colaboradores, por cristalografia de raios-X, numa
resolugdo a 2,9 A. O estudo cristalografico da Gal-3 e de sua interagéo especifica a carboidratos
foi realizado em 1998 por J. Seetharaman e colaboradores, através da cristalografia de raios-X a
2,1 A do DRC complexado a lactose e a N-acetil-lactosamina, Fig. 1.23. Estes estudos
demonstraram que o DRC é constituido por uma estrutura semelhante a um sanduiche de folhas-
B antiparalelas, cujas cadeias laterais dos residuos de aminoacidos formam o dominio de
reconhecimento de carboidrato (DANGUY; CAMBY; KISS, 2002; LIU; PATTERSON; WANG,
2002; LOBSANOQV et al., 1993; SEETHARAMAN et al., 1998).

A Gal-3, assim como as demais galectinas, apresenta caracteristicas estruturais comuns
as proteinas citoplasmaéticas (N- terminal acetilado, grupos sulfidrilas livre e glicosilagdo ausente);
€ sintetizada nos ribossomos e pode ser direcionada ao nucleo (como ocorre a Gal-1, -7, -10, -11
e -12), ao citoplasma, se estiver fosforilada (Gal-1, -7, -8, -10, -11 e -12), ser levada a membrana
(Gal-4) e permanecer na superficie celular ou ser externalizada a matriz extracelular (Gal-1, -4 e -
8) através de um carreador transmembrana ou em vesiculas; onde pode desempenhar functes
relacionadas a interacdo intercelular e a adesdo das células a matriz extracelular, como a
regulacéo da adeséao e crescimento celular e processos imunes, como a inflamacao, e fungéo anti-
apoptoética (Gal-3 fosforilada) (COOPER, 2002; HASAN; ASHRAF; BANU, 2007; LIU;
PATTERSON; WANG, 2002; PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998; RABINOVICH; RUBINSTEIN;
TOSCANO, 2002).

Fig. 1.23 Diagrama em fitas do DRC da Galectina-3. O arranjo das duas folhas-f3 antiparalelas demonstram
uma folha anterior com 5 fitas, colorida em vermelho, e uma folha posterior com 6 fitas (S6a e S6b
representam a regido de ligacdo ao carboidrato), em amarelo. O residuo inicial, em ciano; e o residuo final,
em cinza, estéo indicados na figura. Protein Data Banking: 1A3K (HUMPHEY; DALKE; SCHULTEN, 1996).
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A atividade biol6gica desta lectina por sua ligacdo a carboidrato ocorre a partir de
interacdes restritas as folhas-3 S4-S6a/S6b e os grupos hidroxilas da galactose (4- e 6-OH) e da
glicose (3-OH), presente na lactose e na N-acetil-lactosamina, Tab. 1.6. O grupo hidroxila no C4
(4-OH) desempenha uma func¢éo central na ligacao da proteina a galactose: atua como receptor e
doador nas ligacdes de hidrogénio. A hidroxila 6-OH também desempenha um perfil cooperador
nesta interacdo; além das interacdes de van der Waals entre os &tomos de carbono da galactose
(C-3, -4, -5 e -6) e a cadeia lateral aromatica do triptofano (Trp181), Fig. 1.24. A acdo aditiva da
glicose ou N-acetil-glicosamina esta relacionada a ligacao de hidrogénio entre a hidroxila 2-OH ou
grupo N-acetil e a proteina, mediada por uma molécula de agua; e através da interacdo direta da
hidroxila 3-OH ao glutamato (Glul84) e a arginina (Argl62) (INGRASSIA et al.,, 2006;
SEETHARAMAN et al., 1998).

Esta caracteristica ligante a galactose permite a interagdo de Gal-3 a glicoconjugados de
elevado peso molecular, como laminina, mucina, fibronectina, citoqueratina, IgE, glicoproteinas
associadas a membrana lisossomal, receptores Fc, antigenos carcinoembridnicos, proteina ligante
de Mac-2, bcl-2, lipopolisacaridios, RNA e DNA de fita simples; cuja € inibida pelos sacaridios: -
D-galactose, D-lactose e N-acetil-lactosamina e o anticorpo monoclonal antigalectina-3, devido a
maior afinidade a estes (INGRASSIA et al., 2006; PERILLO; MARCUS; BAUM, 1998).

Tab. 1.6 Relacdo das ligacdes de hidrogénio no dominio de reconhecimento de carboidrato na Gal-3
(SEETHARAMAN et al., 1998).

LigacBes de hidrogénio

Atomo 1 Atomo 2 Distancia ( A)
LacNAc Lac
Gal 0-3 Agua 1 2,7 2,7
Agua 1 Gal O-4 3,0 3,0
Agua 1 Arg144 NH-1 2,5 2,6
Agua 1 Asn160 OD-1 3,0 3,2
Gal 04 His158 NE-2 2,6 2,6
Gal O-4 Arg162 NH-2 3,1 3,1
Gal O-4 Asn160 OD-1 3,2 3,3
Gal O-5 Argl62 NH-2 3,0 3,0
Gal O-6 Glu184 OE-2 2,8 2,8
Gal O-6 Asnl74 ND-2 2,9 2,9
Gal 0-6 Agua 3 3,2 2,9
Agua 3 Glu184 OE-2 3,1 3,1
Nag/Glc O-6 Agua 3 2,9 2,9
Nag/Glc O-3 Arg162 NH-1 2,7 2,8
Nag/Glc O-3 Arg162 NH-2 3,0 3,0
Nag/Glc O-3 Glul84 OE-2 2,6 2,6
Nag N-2 Agua 2 2,8 -
Glc 0-2 Agua 2 - 33
Agua 2 Glu165 OE-2 2,8 3,1
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Lac: lactose; LacNAc: N-acetil-lactosamina; Gal: galactose; Nag: N-acetil-glicosamina; Glc: glicose
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Porcao {

Galactose

Porcgio Glicose

Fig. 1.24 Diagrama das ligacdes de hidrogénio decorrentes da interacdo Gal-3 e as por¢des galactose e
glicose, presentes na lactose ou N-acetil-lactose (INGRASSIA et al., 2006).

Alteracbes no perfil da expressdo celular, variacdo da localizagdo intracelular e/ou
clivagem, modulada por metaloproteinases da matriz extracelular, da Gal-3, outrora denominada
de L-29 e Mac-2; implica em mudancas na atuagéo bioldgica. Diferencas nos niveis de expresséo
sdo observadas em variados tipos de neoplasias, como no cancer de célon, tiredide, gastrico e
hepéatico, onde ha superexpressao; no cancer de ovario, mama, préstata, utero, pele (basocelular
e epidermoide), pancreas, laringe e glandulas salivares, cuja expressdo é reduzida (DANGUY;
CAMBY; KISS, 2002). A distribuicdo intracelular nuclear (composta majoritariamente pela Gal-3
ndo fosforilada) versus citoplasmatica (apenas a forma fosforilada de Gal-3, nos residuos serina,
Ser6 e Serl2, no dominio N-terminal), tem frequentemente sido associado ao grau de
desenvolvimento do tumor (CALIFICE; CASTRONOVO; Van den BRULE, 2004; HUFLEJT et al.,
1993); bem como a clivagem de Gal-3 por metaloproteinases-2 e -9 em fragmentos de 22 e 9
KDa, resulta numa maior afinidade de ligacdo a laminina e auséncia da capacidade
hemaglutinante, do fragmento de 22 KDa, devido a ndo agregacdo homodimérica através da
porcao N-terminal (OCHIENG et al., 1998), e angiogénese (NANGIA-MAKKER et al., 2010).

Estudos relacionados a distribuicdo intercelular de Gal-3, tém demonstrado que seu
acumulo citossélico favorece a promoc¢do da metastase, angiogénese (formacdo de novos vasos
sanguineos) e protecdo da anoicose (morte celular provocada pela perda de ancoragem celular),
enguanto que sua localiza¢do nuclear atua de forma antagbnica. Assim como elevados niveis de
Gal-3 citoplasmatica, com exclusdo nuclear, tem sido relacionado a progressao da doenca em
cancer de mama (OLIVEIRA et al., 2010), prostata (AHMED; BANERJEE; VASTA, 2007), tiredide
e lingua (CALIFICE; CASTRONOVO; Van den BRULE, 2004; DANGUY; CAMBY; KISS, 2002;
HASAN; ASHRAF; BANU, 2007;).

35



CAPITULO 2

Metodologias



2.1 Introducéo

Neste capitulo serdo enfatizadas as condi¢cdes experimentais empregadas na
preparacdo dos pontos quanticos e as condi¢cdes necessarias ao seu emprego nos
estudos biologicos: marcacdo molecular e imagem de glicoconjugados e da lectina
enddgena galectina-3, presentes em tecidos de mama; e imagem in vitro de C.

albicans (leveduras e biofilme).

2.2 Preparacao das Nanoparticulas de CdTe

As nanoparticulas de telureto de cadmio foram obtidas pelo método de quimica
coloidal (bottom-up) a partir da formacao de agregados, ou nucleos, promovido pelos
precursores, cujos foram estabilizados por alcanos funcionalizados,que também
promoveram a passivagao das ligacdes ndo saturadas na superficie dos nanocristais.
A metodologia utilizada foi adaptada de métodos relatados na literatura (MENEZES et
al., 2005; YING et al., 2008; ZHANG, et al., 2003), que deram base a escolha dos
estabilizantes e a razdo molar entre os precursores: cadmio:tellrio:estabilizante
(1:0,5:3,1).

Em um baldo de duas vias, foram adicionados 20 mL de perclorato de cadmio,
0 agente estabilizante (AMP ou AMS, Fig. 2.1) e 4gua nanopura; e o pH foi ajustado,
com NaOH, a pH = 10,5, favorecendo a total desprotonacdo do estabilizante: pKsy
AMP = 10,27 (TSENG; GUTKNECHT, 1975) e pKsy AMS = 10,02 (PAWELEC;
STOCHEL; van ELDIK, 2004), levando a subsequente formagdo de um complexo
entre duas moléculas de estabilizante e um ion cadmio (VAIRAVAMURTHY et al.,
2000). Em seguida o sistema foi fechado e submetido a aquecimento de ~90°C, sob
atmosfera inerte de nitrogénio (MENEZES et al., 2005).

O

O HON
OH

AHS/\)J\OH 5 O SH

Fig. 2.1 Moléculas orgéanicas funcionalizadas utilizadas na estabilizagdo dos PQs de CdTe: (A)
acido 3-mercaptopropidnico, AMP e (B) acido mercaptosuccinico, AMS.

Paralelamente, o telUrio metalico foi totalmente reduzido a NaHTe pelo
borohidreto de sodio (em meio alcalino, a 90°C e atmosfera inerte), evidenciado pela
formacdo de uma solucdo incolor (ZHANG et al., 2003). A rapida injecdo de teldrio

reduzido, associado a razdo elevada de agente redutor em relagdo ao contetdo de
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cadmio (NaBH,/Cd?** = 15), evitaram a possivel oxidacdo do NaHTe (YING et al.,
2008); resultando numa solucéo de coloragdo marrom ou marrom-alaranjado, devido a
formacéo dos nucleos de CdTe. O meio reacional permaneceu sob aquecimento de 3
horas (sistema estabilizado com AMP) e 12 horas (sistema estabilizado com AMS)
para o crescimento efetivo dos nucleos de CdTe. Apos o tempo de preparo foi
observada intensa luminescéncia (verde e laranja, respectivamente) & iluminagéo com
luz UV (Aexc = 365 nm) conforme ilustrado na Fig. 2.2. Na Tab. 2.1 estdo resumidos os

parametros empregados no preparo dos PQs de CdTe.

Te” , NaBH,
pH alcalino
Temp. 90 2C

Atmosf. inerte

Cd(ClO,);, AMP ou AMS
pH~10,5, Temp. 90 2C
Atmosf. inerte

Te’, pH alcalino
Temp. 90 2C
Atmosf. inerte

CdTe-AMP

% 365 nm 4 365 nm

Fig. 2.2 Procedimento de preparo dos PQs de CdTe, estabilizados com AMP ou AMS. 1-
Preparo da solucdao de cadmio e agente estabilizante. 2 e 3- Reducéo do teldrio a NaHTe. 4-
Formacdo dos nucleos de CdTe. 5- Fluorescéncia observada na suspenséo final.

Tab. 2.1 Par&metros utilizados no preparo dos PQs de CdTe.

Reagentes ou Condicdes Quantidade Molaridade (mmol)
Teltrio, Te’ 0,013 g 0,1
Borohidreto de sodio, NaBH, 0,114 g 3,0
Hidréxido de sdio, NaOH 2M 0,1 mL
Perclorato de cadmio, (CdCIO,4), 0,01 M 20 mL 0,2
Acido 3-mercaptopropidnico 4,9% 1,35 mL 0,62
ou
Acido mercaptosuccinico 4,9% 1,9mL 0,62
Agua nanopura 60 mL
Gas Nitrogénio
Temperatura 90°C
Tempo de preparo 3oul2h
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2.2.2 Métodos de Caracterizacao Estrutural dos Sist emas

Para a determinagdo do tamanho de particula foram realizadas andlises do
perfil de difracdo de raios-X e microscopia eletrbnica de transmissdo, além da
correlacéo do primeiro maximo de aborcdo ao tamanho da particula e de medidas do

espalhamento dindmico de luz.

Os difratogramas foram obtidos no difratdmetro Siemens Nixdorf D5000, no
Departamento de Fisica da UFPE; numa varredura de 26 = 20° - 60°, com CuK, de A =
0,15418 nm e filtro de niquel. As amostras foram precipitadas, com alcool isopropilico,
e depositadas sobre a superficie fosca de uma lamina de vidro, satisfazendo a

condicao de Bragg para a difracdo de raios-X para uma amostra na forma de po.

O tamanho dos nanocristais foi estimado a partir da equacgao de Scherrer, Eq.
2.1, que relaciona a largura da banda a meia altura, B em rad, do pico de maior
intensidade, 6, ao tamanho do cristalito presente na amostra analisada, D em nm, pois
o alargamento das linhas de difracéo por cristalitos menores que 1000 A de diametro
se apresentam dependente do tamanho dos cristalitos. O valor de B deve ser corrigido
pelo fator de alargamento do equipamento, b', Eq. 2.2. A constante de Scherrer, k =
0,9, e o comprimento de onda dos raios-X incidentes, A = 0,15418 nm, também foram
considerados na realizacdo desta estimativa (BIRKS; FRIEDMAN, 1946; GLUSKER,;
TRUEBLOOD, 1972; PATTERSON, 1939).

D = k.A/B.cos6 Eqg. 2.1

B?=B?-b"? Eq. 2.2

Na andlise por microscopia eletrdnica de transmissdo, as imagens foram
construidas pela difracdo do feixe de elétrons, de alta poténcia, incidentes na
superficie da amostra, de 40 - 60 nm de espessura (CLARKE, A. R.; EBERHARDT,
2002), através do microscopio Tecnai G2 20 FEI 2006, no Laboratério Nacional de Luz
Sincroton - LNLS; operando a 200 kV. As amostras foram preparadas pelo
gotejamento das suspensfes diluidas dos nanocristais em grades de cobre recobertas

com carbono, de 200 mesh, com imediata evaporagéo do excesso de solvente.
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As medidas do espalhamento dindmico de luz, DLS, foram obtidas no Zeta
Sizer Nanoseries Nano ZS90 equipado com o software Malvern Instruments, em
cubeta de caminho 6ptico de 1,0 cm, no Laboratério de Polimeros Nao-Convencionais
da UFPE.

2.2.3 Método de Caracterizacéo Optica dos Sistemas

A caracterizacao Optica foi realizada por meio da espectroscopia de absor¢ao
UV-visivel e de emissdo. Os espectros de absorcdo foram realizados no
Espectrofotbmetro Evolution 600 UV-Vis, Thermo Scientific, em cubetas de quartzo,
com caminho 6ptico de 0,5, no Laboratério de Engenharia Biomédica da UFPE. Os
espectros de emissao foram obtidos no Espectrémetro de Fluorescéncia LS 55, Perkin
Elmer, em cubetas de quartzo, com caminho oOptico de 1,0 cm, no Laboratério de

Biofisica Quimica, no Departamento de Biofisica da UFPE.

Os dados obtidos no espectro de absorcdo permitiram estimar a concentracéo
de nanoparticulas por mililitro, através da Lei de Beer, Eq. 2.3, com o valor de A, no

primeiro maximo de absor¢ao, entre 0,15 e 0,25 (YU et al., 2003).

A =¢bc Eq. 2.3

Devido & associacdo entre o primeiro maximo de absorcao e o didmetro dos
nanocristais, os dados obtidos do espectro de absorcdo também permitiram que o
didmetro dos nanocristais fosse estimado através da férmula empirica na Eq. 2.4 (YU
et al., 2003).

D =(9,8127 x 10)A% — (1,7147 x 10°)A? + (1,0064)\ — 194,84 Eq. 2.4

O valor do coeficiente de absortividade molar dos PQs de CdTe foi calculado
pela Eqg. 2.5, que correlaciona o coeficiente de absortividade molar ao diametro, D em
nm, e ao primeiro maximo de absor¢céo excitbnica dos nanocristais, AE em eV; ou da

EqQ. 2.6, sem o emprego valor de AE (YU et al., 2003).

€ = 3450 AE (D)** Eq. 2.5

€ = 10043 (D)** Eq. 2.6
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2.3 Conjugacéo dos Pontos Quanticos a Con A e Antig  al-3

A conjugacdo de CdTe as biomoléculas concanavalina A, Con A e
antigalectina-3, Antigal-3, foi realizada através da adsorcdo das proteinas a superficie
dos pontos quéanticos estabilizados/funcionalizados com moléculas organicas
bifuncionais, que possibilitam a adicional modificagdo da superficie destes nanocristais
partir da interacdo direta com as proteinas (THANH; GREEN, 2010; YU et al., 2007). A
conjugacdo foi realizada segundo os parédmetros descritos na Tab. 2.2, a 25°C,
durante 2 horas, em suave homogeneizacao propiciada por um homogeneizador para
tubos, tipo gangorra. Ao final do periodo de conjugacdo as amostras foram
acondicionadas a 4°C, sem a realizacdo de qualquer tipo de tratamento adicional,
como didlise ou centrifugacao, por exemplo (LI et al., 2005; YEZHELYEV et al., 2007,
WANG et al., 2012).

A razdo utilizada de PQs e proteinas foi experimentalmente determinada
através da observacdo da perda da estabilidade da suspenséo coloidal em virtude da
concentracao da proteina, bem como foi de terminada a estabilidade da suspenséo de
CdTe em funcao da variacdo do pH. A concentracéo final de proteina na suspensao de
CdTe foi de 14 mg/mL, 9,3 mg/mL, 2,5 mg/mL, 0,28 mg/mL e 50 pug/mL, testadas a pH
7.,4; perfazendo as propor¢des de PQs:Con A de (1:1), (2:1), (10:1), (100:1) e (600:1);
onde o ndmero de particulas foi de ~10" nanocristais/mL. A estabilidade da
suspenséo de CdTe (~10™ nanocristais/mL) em funcéo da variacéo do pH do meio, foi
avaliado para os valores de pH = 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,4 e 8,0; cuja observacéo foi

realizada durante sete dias.

Tab. 2.2 Parédmetros utilizados na conjugacdo por adsor¢cdo entre os PQs de CdTe, preparado
com AMP ou AMS, a Con A ou Antigal-3.

CdTe (AMP ou AMS) + Con A ou Antigal -3

Volume de pontos quanticos 3,0 mL
Concentracdo de nanocristais/mL ~10" nanocristais/mL
Volume de proteina 30 pL
Concentracao final das proteinas no conjugado

-ConA 0,28 mg/mL

- Antigal-3 0,2 yg/mL
Numero de moléculas/mL ~10™ moléculas/mL
pH da suspenséao/ conjugados 8,0+0,1
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2.4 Caracterizacéo dos Pontos Quanticos Conjugados a Con A e Antigal-3

Os PQs conjugados as biomoléculas foram caracterizados por espectroscopia
de absorcdo no UV-visivel e de emissdo. A integridade estrutural das proteinas, antes
e apos a conjugacao, foi avaliada através da espectroscopia por dicroismo circular. Os
espectros foram realizados no Espectropolarimetro Jasco, J-815, na faixa de 185-250
nm, sob fluxo constante de nitrogénio. Os perfis de absorcéo diferencial foram obtidos
a 25°C, em uma cubeta de 1,0 cm de caminho 6ptico, a uma velocidade de 50 nm/min,
tempo de resposta de 8 s e média de 10 varreduras/espectro, realizado no Centro de
Tecnologias Estratégicas do Nordeste — CETENE. . O valor da elipticidade molar, [6],
em graus.cm?.dmol™, foi obtido a partir do valor da elipticidade, em miligraus, através
da Eq. 2.7, considerando a concentragdo molar das proteinas em 96 nM, para Con A,

e 0,16 nM, para Antigal-3.
[6] = 100. 6/c.b Eq. 2.7

A eficiéncia da conjugacdo foi analisada através da medida quantitativa da
fluorescéncia, que consiste na comparacdo da intensidade de luminescéncia entre os
pontos quénticos conjugados e os controles (ponto quantico ndo conjugado e

proteinas) analisados em trés ensaios independentes, Fig. 2.3.

Ensaios 1,2e 3

1 Zz 3 1 2 3 1 2 3

A A A
@0 e 0 e @0 e
5o ® @ 500 @ Al N N
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xcant 1 xcont 2 >'(c-:mt 3

>:<c|c-nj 1= XA = (A1 5 p‘z + 'Q‘S)"fs *conj i ()-_(ccnj 1+ *conj 2+ %ccnj 3}”3
Xeont 1= (Xg + X )2 Xeont = (Keont T+ Xeont 2 + Xeont 3)/3

Fig. 2.3 Diagrama adotado para os ensaios de avaliagdo da conjugacdo dos PQs de CdTe -
AMP e -AMS a Con A e Antigal-3.
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A adsorcao da proteina conjugada a CdTe, a microplaca de poliestireno preta,
de 96 pocos, Optiplate F HB, PerkinElmer, foi promovida pela adicdo de 200 pL da
amostra a ser analisada, em trés pocos independentes, seguida por incubacdo em
banho-maria, a 37 °C, durante 2 h. Em seguida, os pogos foram lavados com tamp&o
fosfato salino 0,01 M (pH 7,2), por trés vezes, para remog¢do das proteinas ndo
adsorvidas e as medidas de fluorescéncia foram realizadas no leitor de microplacas
Wallac Victor? 1420, Perkin Elmer, equipado com o software Victor* HR4000, no
Laboratério de Biofisica Quimica, no Departamento de Biofisica da UFPE. As leituras
foram realizadas, nos pocos secos, com filtro de excitacdo a 480 + 31 nm e filtros de
emissdo a 595 + 60 nm ou 535 * 25 nm, com intervalo de um segundo, a intensidade
da lampada de 20.000 cw. A média, X, dos valores das intensidades para os sistemas-
teste (Xcon) € Sistemas-controle (X.on;) foi obtida pela média aritmética das intensidades
de cada tréplica através da Eq. 2.8; e o desvio-padrédo pode ser calculado através da
Eq. 2.9; cuja porcentagem superior a 100% foi considerada um indicativo de

conjugacao.

% conjugacao = (Xconj = Xcont / Xcont) X 100 Eq. 2.8

DP = [S(A:- Xa)%/n-1]"2 Eq. 2.9

A averiguacdo da atividade biologica da lectina Con A, antes e apds a
conjugacdo, foi avaliada através do teste de hemaglutinacdo. Este teste se baseia na
formacdo de uma rede de hemaglutinacdo entre os eritrocitos, que possuem
carboidratos em sua superficie, e a lectina, que reconhece especificamente estes
carboidratos. Os pontos quanticos conjugados a Con A e 0s respectivos controles
(pontos quanticos ndo conjugados e a lectina) foram seriadamente diluidos e
incubados com uma suspenséo a 2% (v/v) de eritrocitos de coelho tripsinizados, em
NaCl 150 mM, em uma placa de microtitulacdo, com 96 pocos em forma de “V”,
durante 45 minutos. A atividade hemaglutinante foi determinada como a maior diluicdo
que preserva hemaglutinacdo visivel, a olho nu, quando comparada a suspensao de
eritrocitos a 2% em solucdo salina; sendo expressa em unidades de atividade
hemaglutinante, UAH (CHEVREUIL, 2007).
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2.5 Marcacao de Candida albicans

A marcacdo das leveduras e biofiime de Candida albicans ATCC 90028
também foi utilizado, neste estudo, como uma das formas de avaliar a efetivagdo da
conjugacdo de CdTe a Con A e a preservagdo da atividade biologica da lectina. A
suspens&o de leveduras foi padronizada em 10" UFC/mL, a partir da transferéncia de
uma aliquota de 10% (v/v) de uma cultura apés 12 h de incubag¢@o em meio liquido de
Sabouraud (pH 5,6), a 30°C. A incubacéo dos pontos quanticos, conjugados ou ndo a
Con A, e as leveduras foi realizada na propor¢ao de (1:1) (v/v) durante 1 hora. Em
seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 3,6 x 10° rpm, por 30 segundos, para
remocao dos pontos quanticos em excesso, e 0 botdo ou pellet, foi ressuspenso em

tampéo fosfato salino 0,01 M (pH 7,2) e microscopicamente analisado.

A incubacéo do biofilme aos pontos quanticos, conjugados ou ndo a Con A, foi
realizada apdés o desenvolvimento do biofilme, com de 48 h de crescimento a 37°C,
sob uma laminula submersa em tampéo fosfato salino 0,01 M (pH 7,2) a 10" UFC/mL.
A incubacéo foi realizada na proporcao de 1,0 mL da suspensdo de pontos quanticos
por biofilme, durante 1% h. Em seguida, os sistemas foram lavados, em tampé&o salino
fosfato 0,01 M (pH 7,2), e microscopicamente analisados. As imagens de microscopia
de fluorescéncia foram obtidas no Microscépio de Fluorescéncia Leica DMI4000B, do
Laboratério de Biofisica Quimica, no Departamento de Biofisica da UFPE, e no
Microscopio Confocal Olympus 1X81, no Laboratério de Engenharia Biomédica da
UFPE.

2.6 Marcacao Histoquimica das LesOes e Tecido de Ma ma Normal

Os pontos quéanticos de CdTe conjugados a Con A ou Antigal-3, foram
utiizados como marcador biolégico fluorescente em protocolos de marcacdo
histoquimica das lesdes de mama (fiboroadenoma e carcinoma ductal invasivo) e mama
normal. As amostras de tecidos de mama foram provenientes do Banco de Tecidos do
Setor de Patologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami — LIKA da UFPE,
cujo emprego em projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Bioética do Centro
de Ciéncias da Saude da UFPE (SISNEP FR — 272931, CEP/CCS/UFPE N° 195/09).

As seccOes teciduais, de 4 um, foram desparafinizadas em xilol (1 - 4) e
hidratadas em alcool etilico (100%, 100%, 95% e 70%), com posterior lavagem em

agua corrente, por 5 minutos, 4gua destilada, por 1 minuto, e tampao fosfato salina
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0,01 M (pH 7,2), por 5 minutos. Em seguida as sec¢fes teciduais foram tratadas com
125 pl de uma solucédo de tripsina 0,1% (p/v), durante 2 minutos, a 37 °C, e foram
lavadas em tampéao fosfato salino 0,01 M, por duas vezes, durante 5 minutos. Algumas
seccOes teciduais foram tratadas com 125 pl de uma solucéo de azul de Evans 0,5%,
durante 30 min, a 4°C, em camara Umida; para supressdo da autofluorescéncia das
fibras de colageno entre 380 e 570 nm.

Posteriormente, as seccbes teciduais foram incubadas com o0s pontos
guanticos conjugados ou ndo as biomoléculas. As amostras histolégicas incubadas
com CdTe conjugado a Con A foram submetidas a 2 h de repouso, em camara Umida,
a 4 °C. As amostras incubadas com CdTe conjugado a Antigal-3 foram submetidas a
um periodo de 20 h de repouso, sob as mesmas condi¢fes, devido ao maior tempo
requerido pelo anticorpo em se ligar a galectina-3 tecidual. Apos a incubacédo, as
seccgOes foram lavadas com tampéo fosfato salino 0,01 M, por duas vezes, durante 5
minutos; e foram microscopicamente visualizadas no Microscépio de Fluorescéncia
Leica DMI4000B, do Laboratorio de Biofisica Quimica, no Departamento de Biofisica
da UFPE (SANTOS et al., 2006).
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CAPITULO 3

Obtencdo e Caracterizacao dos Pontos Quanticos de
CdTe



3.1 Introducéo

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos na preparagdo de

nanoparticulas de CdTe e de sua caracterizacao.

Os PQs de CdTe preparados e estabilizados pelas moléculas bifuncionais
AMP e AMS, tornam os nanocristais sollveis em agua e facilitam a ligacdo destes a
biomoléculas (SHAO et al., 2008; WANG et al., 2010), além de melhorarem suas
propriedades Opticas, ao participar da formagdo da camada de passivacdo (GAPONIK
et al.,, 2002; TALAPIN et al., 2002), onde um semicondutor, com maior Eg, €
depositado na superficie dos nanocristais (ROGACH, 2008). Estes estabilizantes
também permitem a obtenc@o de PQs com emisséo entre Aemis = 530-800 nm (AMP)
(ROGACH et al., 2007; ZHANG et al., 2003a) € Aemis = 490-650 nm (AMS) (YING et al.,
2008), os quais apresentam tamanhos variados. Neste trabalho, foi obtidas
suspensdes de CdTe com emissdo no verde e no laranja, as quais foram analisadas
por difragdo de raios-X, microscopia eletrénica de transmisséo e espectroscopias de

absorcao no ultravioleta e visivel e de emissao.

3.2 Caracterizacao Estrutural dos Sistemas

O telureto de cadmio (CdTe) pode apresentar simetria cubica ou hexagonal.
Em ambas as simetrias, os atomos estéo tetraedricamente coordenados, e a principal
diferenca, consiste no arranjo sequencial de seus planos atdmicos ao longo das
direcBes cristalograficas <111> e <001> ou eixo-c (simetria cubica e hexagonal,
respectivamente). Em condi¢cdes de pressao e temperatura normal, a estrutura blenda
de zinco é mais estavel, e corresponde a fase energeticamente preferivel no
macrocristal ou bulk (DAGTEPE et al., 2007; LONG, 1968).

Os sistemas caracterizados por difracdo de raios-X demonstram que as
nanoparticulas de CdTe apresentam a estrutura cristalina blenda de zinco (simetria
cubica). Nos difratogramas, os picos com valores de 20 = 24,12°; 40,13° e
46,36°(CdTe-AMP) e de 26 = 24,2°; 40,02° e 46,42° (CdTe-AMS) séo associados aos
planos cristalogréficos (111), (220) e (311), Fig. 3.1, pois esses valores sdo muito
préximos dos valores atribuidos para a fase cubica de CdTe: 26 = 23,8°, 39,3° e 46,5°
(JCPDS n° 75-2086) (WANG et al., 2003; ZENG et al., 2008).
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Fig. 3.1 Perfil da difracdo de raios-X de (A) CdTe-AMP, 20 = 24,12°, 40,13° e 46,36°; e (B)
CdTe-AMS, 26 =24,2°, 40,02° e 46,42°. Em vermelho, angulos de difracdo para CdTe (26 =
23,8° 39,3° e 46,5°) e, em azul, para CdS (20 = 24,6°, 43,9° e 52,1°), simetria cubica (WANG
et al., 2003; ZENG et al., 2008).

O tamanho das nanopaticulas foi estimado de acordo com a férmula de
Scherrer. Didmetros em torno de D = 2,0 e D = 3,0 nm, para CdTe-AMP e CdTe-AMS,
respectivamente, foram obtidos sem correcdo para o valor de B. Estes valores
confirmam que estas nanoparticulas se apresentam num regime de confinamento forte
pois estas dimensdes sdo menores que a apresentada para o raio de Bohr no

macrocristal deste material, cujo valor € de ag = 7,3 nm (ESCH et al., 1990).
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As imagens obtidas por MET, Fig. 3.2, das nanoparticulas de CdTe-AMP ou
CdTe-AMS, mostram os planos cristalinos apresentados por estes materiais,
evidenciando sua natureza cristalina. A analise da distribuicdo de tamanho

demonstrou a presencga de nanoparticulas com diametros variados, entre 2,5 e 4,5 nm.

CoTe-AMP

“racudneia (%)

a3 49

Tamanhe (rm}

CdTe-AMS

Tamantho (nm)

B % : S \ -

Fig. 3.2 Imagens de MET dos pontos quanticos de (A) CdTe-AMP e (B) CdTe-AMS.
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3.3 Caracterizacdo Optica dos Sistemas

O espectro de absorcdo de nanoparticulas de semicondutores forneceu
informacfes sobre o tamanho dos nanocristais, pois 0 primeiro maximo de absor¢cao
esta relacionado a energia de espagamento, Eg,,; quanto menor o diametro da
nanoparticula, maior sera a distancia entre as bandas de valéncia (BV) e de conducéo
(BC) (ROGACH, 2008).

Os espectros de absorcdo e emissdo apresentado pelos pontos quanticos de
CdTe-AMP sao mostrados na Fig. 3.3. O comprimento de onda para o primeiro
maximo de absorcdo foi em A = 488 nm. Com este dado foi possivel estimar o
didmetro apresentado por estas nanoparticulas no valor de D = 2,0 nm, calculado

através da férmula empirica descrita na Eg. 2.4 (YU et al., 2003).

1
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Fig. 3.3 Espectro de absorcdo e emisséo eletrdnica para os pontos quanticos de CdTe-AMP,
diluidos na proporgédo de 1:5 e sem diluicdo. A emissdo maxima foi observada em torno de A =
550 nm (Aexc. = 365 nm) e o pico de absor¢do excitbnica em A = 488 nm.

Para a estimativa da concentracdo de nanoparticulas por mililitro, foi
necessario inicialmente calcular o valor da absortividade molar apresentada pelas
nanoparticulas de CdTe de D = 2,0 nm. Para isto, as Eq. 2.5 e 2.6 foram utilizadas (YU

et al., 2003). Os valores obtidos através de ambas as equagdes, demonstraram que 0

valor foi de € = 4,6 x 10* L/mol cm.
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Através da Lei de Beer, Eq. 2.3, a concentracdo destas nanoparticulas foi
estimada em cerca de ¢ = 4,0 x 10™ particulas/mL. A absorbancia no primeiro maximo
de absorc¢éo, para uma suspenséo diluida a razdo de (1:5), em dgua nanopura foi de A
= 0,148 (YU et al., 2003).

Os espectros de emissao foram obtidos pela emissdo da radiacéo eletromagnética
previamente absorvida pelos pontos quanticos, através da luminescéncia, que no caso
destes materiais € classificada como fluorescéncia, pois o decaimento radiativo de
elétrons de niveis mais energéticos a niveis de menor energia ndo envolve mudanca
no spin eletrénico (SKOOG; LEARY, 1992).

A diferenca nos comprimentos de onda da radiacdo excitante e fluorescente
apresentada pelos pontos quéanticos é dependente do tamanho e da composicao, e 0s
espectros de emissdo se caracterizam por picos estreitos e simétricos (BAILEY;
SMITH; NIE, 2004).

Os espectros de emissdo para CdTe-AMP, ap6s 3 h de aquecimento,
apresentaram emissdo maxima em A = 553 nm, sob excitacdo em Ay = 365 nm. Isso
sugere que as moléculas organicas funcionalizadas com o grupo sulfidrila tenham
‘liberado’ os 4tomos de enxofre do seu grupo tiol e que estes tenham se combinado
aos a&tomos de cadmio na superficie dos nanocristais, cuja passivagdo das ligacdes
guimicas insaturadas, decorrentes da descontinuidade da extensao do cristal, permite

a ocorréncia da recombinac&o radiativa do par exciténico (e'h") (ROGACH, 2008).

A observacdo do aumento da intensidade luminescente apresentada pela
suspensédo diluida em agua nanopura, na proporcao de 1:5, sugere que a menor taxa
de colisdo entre as nanoparticulas presentes na suspensao diluida, tenha reduzindo o
efeito de supresséo da luminescéncia, semelhante ao efeito apresentado por solu¢des
de compostos fluorescentes em concentracdes elevadas (SANTOS; FARIAS;
FONTES, 2008; SKOOG; LEARY, 1992).

Para as nanoparticulas de CdTe—-AMS, os espectros de absor¢cdo e emissao
estao representados na Fig. 3.4. O diametro apresentado por estas nanoparticulas foi
calculado pela Eq. 2.4 e sugerem o didmetro de D = 3,2 nm. O primeiro maximo de
absorcéo foi observado em A = 547 nm. O célculo do valor da absortividade molar
apresentada pelas nanoparticulas de CdTe-AMS de D = 3,0 nm, pelas Eq. 2.5 e 2.6,
foi de £ = 1,09 x 10° L/mol cm.
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Fig. 3.4 Espectro de absorcao e emissao eletrbnica para os pontos quéanticos de CdTe-AMS,
diluidos na proporcéo de 1:1 e sem diluigdo. A emissao maxima foi observada em A = 600 nm
(Aexe- = 365 nm) e o pico de absorcao excitbnica em A = 547 nm.

O célculo da concentragdo destas nanoparticulas a uma absorbancia de A =
0,265, no primeiro maximo de absor¢do, para uma suspenséo diluida a razdo de (1:1)
em agua nanopura, foi estimado pela Lei de Beer, Eq. 2.3. Assim foi estimada a

presenca de cerca de ¢ = 3,1 x 10" particulas/mL.

A emissdo maxima observada para as nanoparticulas de CdTe-AMS, apos 12
horas de aquecimento, foi de 600 nm. Embora a obtengdo de pontos quéanticos de
CdTe-AMS e com emissdo em comprimento de onda proximo ao apresentado em
nosso estudo, seja realizado em até 1 hora de aquecimento (WANG; LIU; ZHOU,
2012), um estudo sobre a cinética de crescimento dos nanocristais de CdTe relata que
0 crescimento em meio aquoso ocorre de forma lenta, sendo necessario um periodo
de tempo longo para que ocorra a supersaturacdo dos precursores, na etapa de
nucleacdo e, consequentemente, o crescimento efetivo do nanocristal no meio
reacional, com distribuicdo de tamanho controlada (FERREIRA et al., 2009; ROGACH
et al., 2007).

Os dados obtidos através da caracterizagdo estrutural e Optica, para as
nanoparticulas de CdTe-AMP e CdTe-AMS, obtidas neste estudo, demonstram
semelhanca aos dados apresentados na literatura para nanocristais de CdTe, que
correlacionam os valores espectroscopicos demonstrados por estes pontos quéanticos
a diametros entre 2,0 e 3,0 nm (PAWELEC; STOCHEL; van ELDIK, 2004; ROGACH et
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al., 2007; ZHANG et al., 2003).A Tab. 3.1 resume os valores obtidos na caracterizacdo

das nanoparticulas de CdTe-AMP e CdTe-AMS e para o didmetro estimado através de
variadas técnicas.

Tab. 3.1 Resumo dos dados obtidos na caracterizacdo das nanoparticulas de CdTe.

Concentracdo Absortividade molar Didmetro (nm)
(particulas/mL) € = 3450 AE (D)** € = 10043 (D)**? Aas DRX MET
CdTe/CdS-AMP
4,0 x 10" 4,6 x 10* 4,4 x10* 20 20 30
CdTe/CdS-AMS
3,1 x 10" 1,09 x 10° 1,03 x 10° 32 30 35

O diametro hidrodindmico apresentado pelas nanoparticulas de CdTe, avaliado
através do espalhamento dindmico de luz (DLS), demonstram que as nanoparticulas

de CdTe-AMP apresentam didametro em torno de 24,2 nm; e CdTe-AMS, em torno de
29,4 nm, Fig. 3.5
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Fig. 3.5 Diametro hidrodindmico apresentado pelas nanoparticulas de (A) CdTe-AMP e (B)
CdTe-AMS.
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CAPITULO 4

Aplicacdo dos Pontos Quanticos Conjugados como

Marcador Biologico Fluorescente



4.1 Introducéo

Os pontos quanticos apresentam caracteristicas importantes para o estudo de
eventos celulares, pois o regime de tamanho nanométrico apresentado por estes
materiais, associado a outras propriedades intrinsecas, como por exemplo, alta
intensidade de emissdo e alta resisténcia a fotodegradacdo, torna seu uso como
marcador biol6gico muito interessante. Entretanto, para que ocorra uma marcacao
especifica é necesséria a conjugacdo destes pontos quanticos a biomoléculas
apropriadas. Proteinas, carboidratos, peptidios, os &cidos nucleares DNA e RNA e
lipidios sdo exemplos de moléculas passiveis de serem conjugadas a estas
nanoestrututras (BAKALOVA et al., 2005; MICHALET, 2005; ROBINSON et al., 2005;
SHE; HE; ZHU, 2008; SUH; SUH; STUCKY, 2009; VU et al., 2005).

A forma de ligacéo entre os PQs e as biomoléculas pode ser através de ligagdo
covalente, atracdo eletrostatica ou adsorcdo, interacdo hidrofébica, silanizagdo e

agregados poliméricos ou beads (CHAN et al., 2002).

Neste capitulo serdo apresentados os resultados da conjugacdo dos pontos
guanticos, descritos no Capitulo 3, a duas biomoléculas e seu subsequente emprego

como marcador fluorescente em dois diferentes sistemas biolégicos:
(1) Candida albicans
(2) Tecidos de mama

As associacdes foram obtidas através da modificagdo superficial dos pontos
guanticos através do uso de biomoléculas especificas. Para a C. albicans foi utilizada
a lectina Concanavalina A, Con A enquanto que para a marcacdo do tecido de mama

foi utilizada a lectina Con A e o anticorpo Antigalectina-3, Antigal-3.

Os pontos quanticos conjugados as biomoléculas foram caracterizados através
de espectroscopia de absorcdo e de emissao eletronica e a integridade estrutural das
biomoléculas foi avaliada por dicroismo circular. A eficiéncia da conjugacao foi
analisada através da medida quantitativa da fluorescéncia, em um leitor de
microplacas. A averiguacdo da atividade biolégica da lectina Con A, apds a
conjugacao, foi adicionalmente avaliada através do teste de hemaglutinacdo e através

da marcacéao de leveduras de Candida albicans, conforme descrito a seguir.
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4.2 Conjugacéao de CdTe a Con A e Antigal-3

Neste trabalho a metodologia de conjugacdo de CdTe-AMP e CdTe-AMS as
biomoléculas Con A ou Antigal-3 foi realizada por meio de adsor¢éo, onde a interacao
entre os pontos quéanticos e as proteinas ocorre através da atracdo eletrostética (LI et
al., 2005), visto que os PQs apresentam carga superficial negativa,conferida pelos
grupos carboxilicos presentes nas moléculas dos agentes estabilizantes; e as
biomoléculas apresentam carga positiva ou levemente negativa, devido ao pH = 8,0,

ser proximo do ponto isoelétrico, pl, apresentado pelas proteinas.

O valor do ponto isoelétrico da Con A estabilizada pelos cations divalentes
(Ca* e Mn*") é de pl 8,35. Na auséncia destes cations, o ponto isoelétrico da Con A é
de pl 6,5 (BHATTACHARYYA; BREWER, 1990), embora também sejam descritos
valores iguais a pl 5,5 (SUMNER; HOWELL, 1936) e pl 7,0 (ZAND; AGRAWAL;
GOLDSTEIN, 1971) para esta proteina. O ponto isoelétrico para o anticorpo
monoclonal Antigal-3, que € uma imunoglobulina pertencente a subclasse 1, esté entre
pl 6,4 e 7,4 (HAMILTON, 2001).

No entanto a eficiéncia da conjugacdo entre PQs e proteinas, por exemplo,
esta relacionada a auséncia de perturbacdo nas propriedades fisico-quimicas
apresentadas pelos nanocristais e nas propriedades biolégicas apresentadas pelas
proteinas (CHAN et al., 2002). Desta forma, a estabilidade das suspensfes de CdTe
foram monitoradas na presenca de diferentes concentracdes de proteina e da variagdo

do pH; como também foram investigadas possiveis altera¢des estruturais na proteina.

4.2.1 Monitoramento da Estabilidade Coloidal dos Po ntos Quanticos a

Variagao de pH e na Presenca de Con A

A estabilidade da suspens&o de pontos quanticos, numa concentracéo de 10"
nanocristais/mL foi avaliada em funcao da variacdo do pH e do agente funcionalizante.
A perda de estabilidade fisico-quimica da suspensdo foi evidenciada visualmente
através de turvacdo seguida de separacdo de fase. Foi observada perda da
estabilidade, bem como sua fluorescéncia, para o sistema CdTe-AMS em um pH = 6,0

apos quatro dias.

63



Os pontos quanticos de CdTe-AMP perderam estabilidade para um valor de pH
< 6,5, em até trés dias, embora ndo demonstrassem altera¢do na luminescéncia. A
perda da estabilidade destas suspensdes em valores de pH inferiores a 6,5 deve estar
relacionada a diminuicdo da proporgdo de moléculas de AMP e AMS ionizadas visto
gue o valor de pKcoo conhecido para o grupo carboxilico presente nestes alcanos é
de pKcoo = 4,32, para 0 AMP, e pKcoo = 3,30 e 4,54, para o AMS. A reducdo da
interagdo entre estes grupos funcionais e a agua diminui a solubilidade dos pontos
guanticos, ocasionando a precipitagdo destes, como demonstrado na Fig. 4.1
(NELSON; COX, 2004; YING et al., 2008).

Estabilidade (dias) vs pH

2|4 CdTe-AMS o
|m CdTe-AMP { BR B

Dias

50 a5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0
pH

Fig. 4.1 Perda da estabilidade dos PQs de CdTe em funcao da variacdo do pH, demonstrando
gue CdTe-AMP permanece estavel em pH>6,5 e CdTe-AMS, em pH>6,0.

A razéo entre PQs e proteinas, utilizada na conjugacéo, foi experimentalmente
determinada a partir da observacdo da estabilidade da suspenséo coloidal frente a
diferentes concentragfes das proteinas. As propor¢des de (1:1), (2:1), (10:1), (100:1) e
(600:1), entre CdTe-AMP e Con A, foram testadas em pH fisiolégico, pH 7,4; numa
concentracdo de 10™ nanocristais/mL e 14 mg/mL, 9,3 mg/mL, 2,5 mg/mL, 0,28
mg/mL e 50 pg/mL de proteina no conjugado. Apenas as suspensdes com propor¢cao
de PQs:proteina de (100:1) e (600:1) permaneceram estaveis por até cinco dias,
satisfazendo a escolha da razdo entre pontos quanticos e proteinas utilizadas nos
ensaios de conjugacdo. As demais suspensdes perderam a estabilidade em menos de
24 horas.
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4.2.2 Caracterizacéo Optica de CdTe Conjugado a Con A e Antigal-3

Os PQs conjugados as biomoléculas foram caracterizados por espectroscopia

de absor¢cdo no UV-visivel e de emisséo e por dicroismo circular.

Sistema CdTe-AMP/biomolécula

O espectro de absorcao e emissao dos pontos quéanticos de CdTe-AMP/Con A
e CdTe-AMP/Antigal-3 sdo apresentados na Fig. 4.2. Observa-se uma pequena
mudanca no perfil de absorcdo dos pontos quanticos conjugados as proteinas,
principalmente a Antigal-3 e uma razoavel (ca. 50%) supressao da luminescéncia de
ambos conjugados com relagéo a suspensao original (mesma concentracdo e pH).
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Fig. 4.2 (A) Espectros de absorcdo e (B) emissdo dos pontos quanticos de CdTe-AMP
conjugado a Con A e Antigal-3 (Aexc = 365 nm).
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Mudancas no espectro de absor¢cdo e emissdo de um fluoréforo na presenca
de outra molécula sugerem a formacdo de um complexo no estado fundamental cuja
reducdo na luminescéncia € associada ao efeito da supressdo estatica, ou static
quenching, onde apenas a por¢cdo ndo complexada fluoresce (LAKOWICZ, 2006). No
entanto, a reducdo na fluorescéncia dos bioconjugados formados pode estar
associada a ligagdo de mais de um ponto quantico as proteinas, visto que o tamanho
destes é de 2,0 nm, enquanto que a Con A tém cerca de 4,0 nm (EDELMAN et al.,
1972) e a Antigal-3 tem 12,0 nm (HARRIS; SKALETSKY; McPHERSON, 1998),
tornando o efeito semelhante ao ocasionado pela supresséo colisional, comum em
solucdes de concentracdes elevadas (YU et al. 2007). Esta hipotese, no entanto,

precisa ser ainda corroborada por dados experimentais.

A Figura 4.3 apresenta as bandas de fluorescéncia intrinseca das biomoléculas
conjugadas aos pontos quanticos a CdTe-AMP ou CdTe-AMS. Observa-se neste caso
intensa supressdo da fluorescéncia que pode ser um indicativo da formagédo da
associacdo entre os pontos quanticos e as proteinas. Neste caso, a supressédo da
luminescéncia pode ter sido ocasionada pela transferéncia de energia dos estados
excitados das proteinas aos pontos quanticos, que apresentam intensa absorcdo em
350 nm (LAKOWICZ, 2006; PENG et al., 2010).

Fluorescéncia
Fluorescéncia
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Fig. 4.3 Espectros de emissdo para a (A) Con A e a (B) Antigal-3, conjugadas ou ndo aos
pontos quénticos de CdTe-AMP e -AMS (Agy = 280 nm).
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Sistema CdTe-AMS/biomolécula

O espectro de absorcao e emissao dos pontos quéanticos de CdTe-AMS/Con A
e CdTe-AMS/Antigal-3 sdo apresentados na Fig. 4.4. Nao foi evidenciada qualquer
alteracdo no perfil de absorcdo e de emissdo dos pontos quéanticos conjugados as
proteinas. O discreto aumento na intensidade de luminescéncia espectro de emissao
de CdTe-AMS/Antigal-3 sugere que pode ter ocorrido transferéncia de energia entre a
proteina e o pontos quanticos (SHI et al. 2009; PENG et al., 2010).
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Fig. 4.4 (A) Espectros de absorcdo e (B) emissdo dos pontos quéanticos de CdTe-AMS,
conjugado a Con A e Antigal-3.
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4.2.3 Verificacdo da Integridade Estrutural das Pro  teinas

Apés a conjugacdo das biomoléculas aos pontos quanticos foi realizada a
caracterizacdo estrutural das proteinas através da espectroscopia por dicroismo
circular. A lectina Con A é uma proteina cuja estrutura secundaria € majoritariamente
composta por folhas-f antiparalelas (HARDMAN; AINSWORTH, 1972). As proteinas
que apresentam seus aminodcidos arranjados sob este tipo de estrutura, geralmente
tém perfil de absorcdo diferencial caracterizado por uma banda negativa, em torno de
215 nm, e uma banda positiva, a 198 nm (SREERAMA; WOODY, 2004).

O espectro de absorcéo diferencial caracteristico de proteinas que apresentam
arranjo dos aminoacidos na forma de a-hélice apresenta duas bandas negativas de
absorcdo, em torno de 222 e 208 nm, e uma banda positiva a 192 nm (KELLY; PRICE,
1997). Antigal-3 é um anticorpo monoclonal, produzido em rato, e que pertencente a
subclasse 1 da classe das imunoglobulinas G, IgG1, e apresenta estrutura secundéria
composta pelo arranjo em a-hélices e folhas-f3, cuja maior porcentagem de a-hélice é
demonstrado pela sobreposicdo da absorcdo diferencial tipica para este tipo de
estrutura (JANDA; CASADEVALL, 2010).

Os espectros de absorcao diferencial das proteinas conjugadas ou ndo aos
pontos quanticos de CdTe-AMP e CdTe-AMS, séo apresentados na Fig. 4.5 e 4.6. Os
resultados sugerem que a conjugacdo ndo ocasionou mudanca estrutural nas
proteinas; entretanto a reducdo na intensidade da absorcdo diferencial da Con A
conjugada aos nanocristais de CdTe-AMP, pode estar relacionada a perda da
estrutura secundaria. Estudos tedéricos predizem uma associacdo entre a intensidade
das bandas de absorcdo diferencial, negativa e positiva, no espectro de dicroismo
circular da estrutura secundéria do tipo folhas-B ao comprimento destas folhas-f3; de
forma que um aumento na intensidade de ambas as bandas pode ser associado ao
aumento do comprimento desta estrutura (SREERAMA; WOODY, 2004). Assim a
reducdo na intensidade das bandas tipicas para folhas-B pode ser um indicativo de
perda desta estrutura secundaria ao estado de glébulo fundido ou molten globule,
onde a molécula permanece compactada de forma semelhante a proteina nativa
apesar de sofrer a perda em sua por¢ao apolar (AHMAD et al., 2007; KHAN; NAEEM,;
BAIG, 2005).
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Fig. 4.5 Espectros de absor¢éo diferencial da luz circularmente polarizada apresentadas pela
proteina Con A e os conjugados entre (A) CdTe-AMP/Con A e (B) CdTe-AMS/Con A.
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Fig. 4.6 Espectros de absorcéo diferencial da luz circularmente polarizada apresentadas pelo
anticorpo Antigal-3 e os conjugados entre CdTe—-AMP /Antigal-3 e CdTe—AMS/ Antigal-3.

4.2.4 Avaliagcao da Eficiéncia da Conjugacao

A eficiéncia da conjugagdo dos PQs conjugados a Con A e Antigal-3, foi
avaliada através da medida quantitativa da intensidade luminescente dos pontos
quéanticos conjugados. A adsorcdo, através de interacdes hidrofébicas ou por
coadsorcdo de ions (van DULM; NORDE; LYKLEMA, 1981), das proteinas
previamente conjugadas aos pontos quanticos (sistemas-teste) e os sistemas-controle
(PQs e proteinas ndo conjugadas, Con A e Antigal-3), numa placa de poliestireno foi

utilizada na avaliacdo da efetividade da conjugacdo dos pontos quénticos as proteinas.

Os valores estimados para a porcentagem de conjugacao dos pontos quanticos
de CdTe-AMP e -AMS, a Con A e Antigal-3 estdo apresentados na Tab. 4.1. Os
resultados demonstram que a conjugacao de CdTe -AMS e Con A apresentou melhor
valor percentual de conjugacéo, onde o aumento da intensidade fluorescente para este

sistema-teste, em relacdo aos sistemas-controle foi superior de 180%.

Os percentuais de conjugacdo apresentados pelos demais sistemas-teste
indicam que a conjugacdo nao ocorreu de forma tao efetiva quanto a interacdo entre

0s pontos quanticos de CdTe estabilizados/funcionalizados com AMS e a molécula de
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Con A. Estes resultados sugerem que os pontos quanticos de CdTe -AMP e CdTe-
AMS possam estar interagindo com as biomoléculas numa por¢cdo muito préxima aos
sitios de interacdo hidrofébica, presente na lectina e no anticorpo (EDELMAN; WANG,
1978; NELSON; COX, 2004) ou ocasionado impedimento estérico resultando numa

menor taxa de adsr¢éo das proteinas a placa.

Tab. 4.1 Percentual de conjugacdo dos pontos quanticos de CdTe-AMP e CdTe-AMS
conjugados a Con A e Antigal-3.

CdTe-AMP CdTe-AMS
Con A Controles: 656 + 296 Controles: 374 £ 75
Teste: 1012 + 392 Teste: 1079 + 487
Aumento da intensidade 54% 188%
Antigal -3 Controles: 430 £ 78 Controles: 330 + 36
Teste: 594 + 121 Teste: 479 + 116
Aumento da intensidade 38% 45%

4.2.5 Avaliagdo da Atividade Bioldgica de Con A

A atividade biolégica da lectina Con A, antes e apés a conjugacéo, foi realizada
através do ensaio da atividade hemaglutinante. Os resultados demonstraram que 0s
pontos quanticos de CdTe ndo apresentaram nenhuma capacidade hemaglutinante
frente aos eritocitos e que a lectina conjugada aos pontos quanticos preservou sua
atividade biologica. Na Tab. 4.2 sdo apresentados os valores para as unidades de

atividade hemaglutinante, UAH, para os sistemas avaliados.

Tab. 4.2 Valores da atividade hemaglutinante, UAH, para a Con A conjugada aos pontos
quanticos de CdTe-AMP e CdTe—AMS e para 0s sistemas-controle.

Sistema Atividade Hemaglutinante (UAH)
Con A 64
CdTe -AMP/Con A 128
CdTe —-AMP Sem atividade
CdTe-AMS/Con A 128
CdTe-AMS Sem atividade
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Os valores para atividade hemaglutinante apresentada para a Con A conjugada
aos pontos quanticos demonstra que a proteina ndo sofreu alteracdo em sua estrutura
guaternaria, passivel de ocorrer nos processos de adsorcdo de proteinas a diversos
materiais (RABE; VERDES,; SEEGER, 2011), bem como a interacdo ndo alterou a
capacidade de reconhecimento a carboidratos da proteina, que permaneceu com sua
atividade biolégica. Os resultados também demonstram que a atividade da proteina
ndo conjugada € duas vezes menor que o0 apresentado pela proteina conjugada, isto
pode ter sido ocasionado por possiveis interages hidrofobicas ou coadsorcdo de ions,
entre a proteina e a placa de microtitulagdo, composta por poliestireno (NAKANISHI;
SUKIYAMA; IMAMURA, 2001; NORDE; LYKLEMA, 1989; van DULM; NORDE;
LYKLEMA, 1981). Uma vez ligada aos pontos quanticos, é possivel que a interacéo
entre a proteina e a placa tenha sido reduzida, ocasionando a observacao da atividade
hemaglutinante para a proteina conjugada num valor superior ao observado para a

proteina ndo conjugada.

4.3 Marcacéo de C. albicans

A marcacao das leveduras e do biofiime de Candida albicans ATCC 90028 foi
utilizada como uma forma adicional de observacdo da atividade da lectina apds a
conjugacdo aos pontos de CdTe -AMP e CdTe-MAS, devido as seguintes

caracteristicas apresentadas por este microrganismo:

- Os fungos sd@o microrganismos que apresentarem parede celular composta
por carboidratos (80-90%; B-glucanas, quitina e glico[manno]proteinas), proteinas (6-
25%) e lipidios (1-7%), favorecendo a ligacdo da Con A nesta estrutura celular fungica
(CHAFFIN et al., 1998).

- A C. albicans € um fungo que apresenta diversificacdo de sua morfologia
dependente da temperatura, pH e estadio nutricional, podendo apresentar a forma de
levedura, ndo patogénica a 30°C; ou a forma filamentosa (hifas, psedohifas e tubo
germinativo) e patogénica a 37°C, que compdem o biofiime (WANSLEY; BANERJEE;
McGEADY, 2003).

As suspensfes de células a 10’ UFC/mL foram incubadas aos pontos
quénticos, conjugados ou ndo a Con A, durante 30 minutos, e em seguida foram

microscopicamente analisadas. As imagens por contraste de fase O6ptico e por
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fluorescéncia das células de C. albicans marcadas com CdTe-AMP e CdTe-AMS

conjugados a Con A constam na Fig. 4.7.

As leveduras incubadas com os pontos quéanticos ndo conjugados a lectina,
ndo apresentaram fluorescéncia; demonstrando que a marcacdo observada nas
células incubadas com os CdTe-AMP/Con A e CdTe-AMS/Con A foi mediada pela
ligacdo especifica entre Con A e as glico(mano)proteinas da perede celular da
levedura. Estes resultados permitem concluir que a conjugacdo, entre 0s pontos

quéanticos e a Con A ocorreu de forma satisfatoria: ndo induziu mudancgas significativas

na estrutura da proteina nem alterou sua atividade biologica.

10um

20um D 20um

Fig. 4.7 Imagens de contraste de fase optico (A e C) e de microscopia confocal (B e D) das
leveduras de C. albicans marcadas por (A e B) CdTe—-AMP/Con A e (C e D) CdTe-AMS/Con A.
Aexe =473 nm.
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O biofilme de C. albicans foi desenvolvido ap6s 48 h de crescimento a 37 °C,
sob uma laminula submersa numa suspensdo a 10" UFC/mL, em tamp&o fosfato
salino 0,01M. Cada laminula foi incubada com os pontos quanticos, conjugados ou
ndo a Con A, durante 1% h, e em seguida foram microscopicamente analisadas. A
incubacdo dos biofilmes com os pontos quéanticos conjugados ou ndo conjugados a
lectina apresentou comportamento semelhante ao observado para as leveduras, onde
apenas o0s biofilmes incubados aos pontos quanticos conjugados a Con A
apresentaram fluorescéncia. As imagens dos biofilmes de C. albicans marcados por
CdTe-AMP e CdTe—AMS conjugados a Con A sdo demonstrados na Fig. 4.8.

c 3 D

Fig. 4.8 Imagens de contraste de fase 6ptico (A e C) e de microscopia de flourescéncia (B e D)
do biofilme de C. albicans marcado por (A e B) CdTe—AMP/Con A e (C e D) CdTe—AMS/Con A.

Aexc = 480/40 nm e Ag, = 560/40 nm, respectivamente.

As imagens demonstram que a marcacdo abrangeu a todas as formas de

apresentacdo de C. albicans observaveis no biofilme: leveduras em brotamento ou
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ndo, pseudo-hifas e hifas; apesar de apresentarem pequena modificacdo no

percentual dos constituintes da parede celular (CHAFFIN et al., 1998).

4.4 Marcacao Histoquimica das LesOes e Tecido de Ma ma Normal

O emprego de PQs em protocolos de marcagéo histoquimica tem permitido a
marcagdo de moléculas biolégicas como: o receptor-2 do fator de crescimento
epidérmico humano, em cancer de mama invasivo (CHEN et al., 2009), a deteccao de
antigenos da camada de pigmentos da retina humana (PETTY et al., 2010), a
visualizacdo e localizacdo intracelular do homénio do crescimento e prolactina, na
glandula pituitaria de ratos (MATSUNO et al., 2005) e a observacdo do perfil de

glicosilacdo na mama normal e com fibroadenoma (SANTOS et al., 2006).

Nesse estudo, PQs de CdTe-AMP e CdTe—-AMS, conjugados a Con A e
Antigal-3, foram aplicados como marcadores biolégicos fluorescentes em protocolos
de marcacgdo histoquimica de sec¢ées da mama normal (MN), com fibroadenoma (FIB)

e com carcinoma ductal invasivo (CDI) devido as seguintes motivagdes:

- A Con A é uma lectina de reconhecimento especifico aos residuos a-D-
manopiranosil e a-D-glicopiranosil (DEREWENDA et al.,, 1989), que permite a
observacao de diferentes perfis de glicosilacdo celular quando aplicada no estudo do
cancer (LIMA et al., 201; MITANI; MURAKAMI; TANAKA, 1984).

- A galectina-3 é uma lectina animal que apresenta variagdo do perfil de
expressdo em processos fisiolégicos (por exemplo, inflamacdo) e tem sido
correlacionada a progressao tumoral e metastase (BALAN; NANGIA-MAKKER; RAZ,
2010; RABINOVICH; RUBINSTEIN; TOSCANO, 2002); podendo ser detectada pela

ligacdo especifica ao anticorpo monoclonal antigalectina-3 (Antigal-3).

- As diferencas apresentadas entre o tecido de MN, FIB e CDI, como descrito
anteriormente; onde o tecido de MN € caracterizado pela presenca de células
mioepiteliais em torno das glandulas, separadas por tecido conjuntivo denso
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008); o FIB apresenta proliferacdo acentuada de tecido
glandular (epitelial) e estromal (conjuntivo e adiposo), podendo resultar na compressao
dos ductos (KUIJPER et al.,, 2001); e no CDI as glandulas apresentam forma e
tamanho variado, arranjo desordenado e auséncia de camada mioepitelial verdadeira,
com margens irregulares e presenca de infiltracdo variavel de tecido adiposo
adjacente, caracterizando o cancer propriamente dito (GUINEBRETIERE et al., 2005;
SINGH, 2012).
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- E, a ocorréncia de alteragBes no perfil molecular apresentado pelos tecidos
em estados fisiopatolégicos, comparados ao tecido normal, sugerindo que os tecidos
com FIB e CDI apresentem alteragdes no perfil glicosidico celular, permitindo inclusive
a discriminacdo entre lesbes benignas e cancer, que é caracterizado por apresentar
elevado grau de glicosilacao celular (CAZET et al., 2010; SPIRO, 2002).

Os resultados apresentados demonstraram que os PQs de CdTe-AMP/Con A e
CdTe-AMP/Antigal-3 ndo desempenharam marcacdes satisfatérias sob as condicdes
analisadas. Embora CdTe-AMP/Con A tenha demonstrado excelente marcacdo das
células de C. albicans (leveduras e biofilme), as alteragBes estruturais na lectina
podem ter desfavorecido sua interagcdo ao tecido; assim como a redugdo da
fluorescéncia do ponto quéantico conjugado pode ter ocasionando a visualizagdo néo

expressiva destas marcacoes.

Por outro lado, o insucesso da marcacao de CdTe-AMP/Antigal-3 pode ter sido
ocasionado pela interacdo do ponto quéntico no sitio de reconhecimento antigénico do
anticorpo, reduzindo ou impedidndo a ligacdo especifica a galectina-3; tendo em vista
gue as interagdes entre antigeno e anticorpo ocorrem através interacbes moleculares
fracas (ex. ligacdo de hidrogénio, van der Waals, interacdes hidrofobicas e forgas
eletrostaticas) que atuam a curta distancia: ~1 A (GOLDSBY; KINDT; OSBORNE,
2000).

As marcacdes realizadas por CdTe-AMS/Con A e CdTe-AMS/Antigal-3
demonstraram resultados muito interessantes. A marcacdo do tecido de MN com
CdTe-AMS/Con A ndo demonstrou marcacdo expressiva de nenhuma estrutura

tecidual, conforme Fig. 4.9.

Fig. 4.9 Imagens de contraste de fase 6ptico e de fluorescéncia do tecido MN incubado com
CdTe—AMS/Con A por 2 h, demonstrando auséncia de marcacédo. Magnif. 200x. Ag, = 560/40
nm.
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A interacdo entre estes pontos quanticos e as lesbes de mama demonstrou um
perfil de marcacéo diferencial entre eles. O perfil de marcacédo glicosidica nos tecidos
com FIB, incubados com CdTe-AMS/Con A, demonstrou uma marcagéo fraca e, por
vezes, ausente do tecido conjuntivo e das células epiteliais glandulares e mioepiteliais,
sugerindo a reduzida expressdo dos glicoconjugados no tecido sob esta condicdo

fisiopatoldgica, Fig. 4.10.

Fig. 4.10 Imagens de contraste de fase Optico e de fluorescéncia dos tecidos de mama com
FIB incubados com CdTe-AMS/Con A por 2 h. (A) Imagem de vasta regido de tecido
conjuntivo. Magnif. 400x. (B e C) Imagem de tecido glandular demonstrando marcacéo
pronunciada das glandulas mamarias. Magnif. 400x. € 200X. Aey. = 560/40 nm.
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A incubacao dos tecidos com CDI e CdTe-AMS/Con A demonstrou marcacgao

fraca ou ausente do estroma e marcacao especifica do epitélio glandular, Fig. 4.11.

Fig. 4.11 Imagens de contraste de fase oOptico e de fluorescéncia dos tecidos com CDI incubados
com CdTe-AMS/Con A por 2 h. (A) Regido de tecido conjuntivo. Magnif. 200x. (B) Tecido glandular
invasivo demonstrando marcagdo diferenciada das glandulas mamarias. Magnif. 200x. (C e D)
Tecido em elevado grau de desestruturacdo, sem diferenciagdo entre a regido glandular e estromal,

demonstrando marcacéo preferencial do tecido epitelial. Magnif. 630x. A¢,. = 560/40 nm.
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Resultados semelhantes foram observados na marcacdo de tecidos com
fibroadenoma comparados aos tecidos de mama normal (SANTOS et al., 2006). E, de
forma semelhante a marcagdo de tecidos com hiperplasia prostética benigna e
adenocarcima prostatico comparados ao tecido normal, os resultados sugerem um
aumento no perfil glicosidico celular com o aumento do grau de desdiferenciacédo
tecidual (LIMA et al., 2010).

A marcacdo do tecido de MN com CdTe-AMS/Antigal-3 apresentou intensa

marcacédo do estroma e marcacao ausente do tecido glandular, Fig. 4.12.

B

Fig. 4.12 Imagens de contraste de fase 6ptico e de fluorescéncia do tecido MN incubado com
CdTe—-AMS/Antigal-3 por 20 h, (A) demonstrando marcacéo ausente das glandulas mamarias e
(B) marcacao pronunciada do estroma. Magnif. 200X. Ae. = 560/40 nm.

N&o foi observada marcacgéo nas seccdes teciduais com FIB ou CDI incubadas
por 2 h com CdTe-AMS/Antigal-3. Entretanto a incubacgéo por 20 h demonstrou um
perfil de marcacéo diferencial da galectina-3, em ambos os tecidos. Na marcacdo dos
tecidos com FIB foi observada marcagéo das células glandulares e mioepiteliais, e do

tecido conjuntivo, demonstrando a expressao de galectina-3, Fig. 4 13.
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C
Fig. 4.13 Imagens de contraste de fase Optico e de fluorescéncia dos tecidos com FIB
incubados com CdTe-AMS/Antigal-3, por 20 h. (A) Regido de tecido conjuntivo. (B) Marcacgéo
das glandulas e do estroma mamario. (C) Destaque para a marcagdo das células epiteliais.

Magnif. 200x e 630x (destaque). Aeyxc = 560/40 nm.

A incubagédo das seccoes teciduais com CDI e CdTe—AMS/Antigal-3, por 20 h,
favoreceu a visualizacdo da marcacgdo especifica das células epiteliais glandulares,
conforme demonstrado em destaque; e marcagdo ausente do tecido conjuntivo

envolvente (estroma), Fig. 4. 14.
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Fig. 4.14 Imagens de contraste de fase oOptico e de fluorescéncia dos tecidos de mama com
CDI incubados com CdTe—AMS/Antigal-3, por 20 h. (A) Imagem de regido indiferenciada dos
tecidos da mama demonstrando marcacao das células epiteliais. Magnif. 200x. (B e C) Imagem
demonstrando em destaque a marcacao preferencial das células epiteliais difusas no estroma.

Magnif. 200x € 630X. Aex. = 560/40 nm.

O perfil de marcacéo observado demonstrou que a lectina enddgena galectina-
3 esta presente em maior intensidade nas células epiteliais dos tecidos acometidos

pelas lesGes benigna e maligna da mama.
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A expressao consideravel de galectina-3 no estroma dos tecidos com FIB é um
indicativo da ancoragem das células a matriz extracelular, em contraposi¢cdo ao
observado no tecido com CDI cuja reduzida expresséo no tecido conjuntivo das les6es
malignas propicia a migracdo de células cancerigenas a outros tecidos, sugerindo a
demonstracdo do potencial de invasividade deste tipo de lesdo (SHEKHAR et al.,

2004; SUJATHAN et al., 2011).

Outros estudos indicam que a clivagem da galectina-3 por metaloproteinases
da matriz extracelular, MEC, resulta num fragmento no qual o dominio de
reconhecimento de carboidratos é conservado, e em outro no qual consta a porcao
amino-terminal, que é responséavel pela promoc¢édo da homodimerizacao desta proteina
e a consequente ativacdo de sua atividade biolégica (OCHIENG et al., 1998). Em
tecidos com CDI, o percentual de galectina-3 clivada é considerado elevado (NANGIA-
MAKKER et al., 2010). A ligagcdo do fragmento clivado de galectina-3 aos sitios
ligantes de galectina-3, na MEC, impede a interacdo entre a proteina ndo clivada e os

respectivos sitios de ligacdo desta proteina (OLIVEIRA et al., 2010).

Em resumo, estes resultados demonstram que h& uma redugdo no perfil de
expressdo de galectina-3 no estroma dos tecidos de mama acometidos por lesdes
benigna e maligna e uma crescente expressdo nas células epiteliais, presente em

maior grau nas lesdes cancerigenas.
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CAPITULO 5

Conclusoes e Perspectivas



Conclusbes e Perspectivas

Neste trabalho foram preparados pontos quénticos de CdTe com o uso de dois
tipos de estabilizantes: 4cido 3-mercaptoacético, AMP, e acido mercaptosuccinico,
AMS. A caracterizacdo estrutural destes materiais demonstrou que foram obtidas
nanoparticulas de 2,0, para CdTe-AMP, e 3,0 nm de diametro, para CdTe-AMS, com
simetria cubica blenda de zinco, analisados por DRX e MET, e raio hidrodindmico de

24,2 e 29,4 nm, respectivamente.

O efeito do confinamento quéantico dos elétrons de CdTe, demonstrou que as
suspensdes deste material apresentaram primeiro maximo de absor¢cdo em A = 488
nm, para CdTe-AMP, e A = 547 nm, para CdTe-AMS; e emissdo maxima em A = 540
nm, para CdTe-AMP, e A = 600 nm, para CdTe-AMS.

Através da férmula empirica que correlaciona o primeiro maximo de absorcéo
ao tamanho das nanoparticulas, obtivemos resultados semelhantes aos obtidos

através da caracterizagcdo estrutural destes materiais.

A observacao da estabilidade destas nanoparticulas a diferentes valores de pH
demonstrou que CdTe-AMP perdeu estabilidade em valores inferiores a pH = 6,5 e
CdTe-AMS, permaneceu estavel somente em valores de pH maiores do que pH = 6,0,
possivelmente ocasionada pela menor interacdo entre os grupos funcionais dos
agentes estabilizantes e a agua, em valores de pH préximos ao valor do pKcoo. de

seus grupos carboxilicos.

A estabilidade das suspensbes de CdTe frente a variadas concentracdes de
Con A foi mantida apenas para a razdo entre pontos quanticos e proteina, na ordem
de 100:1, correspondendo a concentracdo de ~10" nanoparticulas/mL e 0,028 g/mL

de proteina.

A conjugacéo de CdTe a lectina Con A e ao anticorpo Antigal-3 demonstrou
gque as proteinas ndo perderam sua estrutura secundara apds a conjugacao, ao serem
analisadas por dicroismo circular; e que a atividade biologica da lectina foi preservada
apo6s o processo de conjugacao, conforme foi demonstrado pelo ensaio de atividade

hemaglutinante e marcacao das leveduras e do biofilme de C. albicans.

O ensaio para avaliacdo da conjugacdo demonstrou que CdTe-AMS/Con A
apresentou melhor resultado, com um aumento superior a 180% na intensidade

fluorescente do conjugado em relacdo aos controles.
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A caracterizacdo Optica dos conjugados demonstrou que a suspensdo de
CdTe-AMP conjugada a Con A e Antigal-3 sofreu reducdo de cerca de 50% da
intensidade de fluorescéncia comparada a CdTe-AMP sob mesmas condigles,
sugerindo que pode ter ocorrido a associagdo de mais de um ponto quantico por

proteina. Nenhuma mudanca foi evidenciada no espectro de absorcéo.

A suspensdo de CdTe-AMS conjugada as biomoléculas ndo demonstrou
alteracdo em seu perfil de absorcdo. A emissdo deste ponto quantico conjugado em
relacdo aos pontos quéanticos ndo conjugados demonstrou leve aumento na
intensidade fluorescente sugerindo que possa ter ocorrido transferéncia de energia

fluorescente entre a proteina e o CdTe-AMS.

O uso dos conjugados de CdTe-AMP/Con A e CdTe-AMP/Antigal-3 em
protocolos de marcacdo histoquimica de lesGes de mama nao apresentaram
resultados satisfatorios sugerindo que, sob as condi¢cbes analisadas, estes conjugados
nao corresponderam a marcadores fluorescentes eficientes. Este resultado pode ter
sido ocasionado pela possivel interagdo do ponto quéantico no sitio de reconhecimento
antigénico do anticorpo, reduzindo ou impedidndo a ligacdo especifica a galectina-3 e

pelas alteracdes estruturais na lectina, evidenciadas por dicroismo circular.

A interacdo entre CdTe-AMS/Con A e CdTe-AMS/Antigal-3 e os tecidos de
mama demonstraram um perfil de marcacdo diferencial entre eles. Nenhuma
marcagéo foi evidenciada para os tecidos de MN marcados com CdTe-AMS/Con A. O
perfil de expresséo glicosidica nos tecidos com FIB incubados com CdTe—AMS/Con A,
demonstrou uma marcacdo fraca e, por vezes, ausente do tecido conjuntivo

envolvente as glandulas e das células epiteliais glandulares e mioepiteliais.

A incubacdo entre as secc¢des teciduais com CDI e CdTe-AMS/Con A, foi
representada por uma marcacao fraca ou ausente do tecido conjuntivo e marcacao
especifica, em intensidade representativa, das células epiteliais glandulares, sugerindo
um aumento no perfil de expressdo glicosidica com o aumento do grau de

desdiferenciacao tecidual.

Os tecidos de mama normal incubados com CdTe-AMS/Antigal-3
demonstraram marcacdo ausente das células epiteliais glandulares e marcacdo
expressiva do estroma tecidual. A marcacdo com FIB incubados com CdTe-
AMS/Antigal-3 demonstraram marcacdo das células epiteliais glandulares e células

mioepiteliais adjacentes; e as secc¢des teciduais com CDI, marcadas com CdTe—

87



AMS/Antigal-3, demonstraram marcacdo especifica de células epiteliais glandulares

com marcacao ausente do tecido conjuntivo envolvente (estroma).

Estes resultados sugerem que o CdTe-AMS conjugado as biomoléculas
estudadas pode ser utilizado como um marcador biolégico fluorescente no estudo das

alteracdes glicidicas envolvidas no desenvolvimento do cancer.

O emprego destes nanomateriais no estudo do cancer de mama, como uma
ferramenta diagndstica auxiliar; pode auxiliar o tratamento desta doenca,
proporcionando um enfrentamento mais eficaz e menos invasivo aos pacientes

acometidos pelo cancer de mama.
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ABSTRACT

Clandida albicans 15 the most frequent human opportumstic pathogenic fungus and one of the most important causes of
nosocotnial infections. In fact, diagnosis of invasive candidiasis presents unigque problems The aim of this work was to
evaluate, by fluorescence image analysis, cellular labeling of © adbicarns with CdTe/CdS quantum dote conjugated or
not to concanavalin & (Cond). Yeast cells were incubated with CdTe/CdS quantum dots (QD) stabilized with
mercaptopropionic acid (MPA) (emission peak at 530 nm) for 1 haur In the overall study we ohserved no morphological
alterations. The fluorescence microscopic analysis of the veast cells showed that the non-functionalized QDs do not label
O albicars cells, while for the QD conjugated to Cond the cells showed a fluorescence profile indicating that the
membrane was preferentially marked. This profile was expected since Concanavalin 4 is aprotein that binds specifically
to terminal carbohydrate residues at the membrane cell surface The results suggest that the QD-labeled Candida cells
represent a promising tool to openh new possibilities for a precise evaluation of fungal infections in pathological
conditions.

Key words: hiofilm, Candidy albicans, candidiasis diagnosis, lectin, fluorescence microscopy
1. Introduction

Candida albicans 15 a commensal fungus of the human gastrointestinal and genitourinary tract that frequently causes
superficda infections of mucosa and skin, The infection depends on imbalances between C afbicans virulence attributes
and impaired host defensze. In critically ill patients, this veast may invade deeper tissues, penetrate the blood wessels, and
canse life-threatening systemic infections®.

Invasive candidiasis (IC) 1z a senous problem and associated with sigmificant morbidity and mortality, so early
identification of intensive care unit patients with signs of sepsis a high risk of IC is challenging®. Effective antifungal
drugs are the gold standard treatment for IC, and success of the treatment depends on the speed in differential diagnostic
of the yeast Early diagnosiz of IC and candidaemia 15 of vitd importance manly in immunosuppressed patients,
however, blood cultures frequently lack sensitivity, are often inadequate in quantity and require 24-48 h of incubation®.
Other techni ques are also available but an efficient diagnostic method 15 still missing,

Quantum dots (QD) are semiconductor nanocrystals that have been applied as fuorescent probes. QD present umique
optical properties including high photostahility, broad absorption bands and size-tunable narrow emission spectra, which
make them suitable for biological applications'. Beside, QD can he linked with biorecognition molecules such as
proteins, peptides, and nucleic acids’. The major advantages of QDs are that they are brighter and do not suffer from
photobleaching, a problem encountered on conventional fluorophores. This allows following processes in livwing cells on
along-time scale®.

Lecting are proteins that selectively bind carbohydrates. Concanavalin & (Cond), a powerful agglutinating lectin that
binds specifically to o-D-mannose and glucose, has been applied in new methadologies of diagnostic”.

Colloidal Manocrystals for Biomedical Applications VI, edited by YWolfgang J. Parak, Kenji Yamamotao, Marek Osinski,
Proc. of SPIE Yol 8232, 823200 - @ 2012 SPIE - CCC code: 1605-7422012/$18 - doi: 10.1117/12.809060

Proc. of SPIEY ol. 8232 8232001

112



Toxicology Letters 205(2012)115-124

Contents lists available at SciVerse Sciencelirect

Toxicology Letters _

journal homepage: www elsevier com/locate/toxlet

Short term inhalation toxicity of a liquid aerosol of CdS/Cd{OH); core shell
quanturm dots in male Wistar rats

L. Ma-Hock?, S. Brill 2, W. Wohlleben®, P.M.A. Farias ¢4, C.R. Chaves©4, D.P.L.A. Tendrio®4, A. Fontes®,
B.S. Santos®, R. Landsiedel?, V. Strauss?, S. Treumann?, B. van Ravenzwaay **

4 BASF SE, Beperitrental Toxicology ond Beology, 6 7056 Ludwigshafen, Gertrany

b BASFSE, Polyter Phrysics, 67056 Ludwigshafen, Germany

“ Research Group on Nanostructures and Biolo gical Interfaces; Federal University of Pernanbuco {GEFE), 50670-901 Recife, Brazil
4 Graduate Program on Materials Science, Federal University of Pernambuco { UPFE), 50870-901 Recife, Brazil

= Graduate Prograre ox Biological Sciences, Federal Univers ity of Pernambuico [ UFPE), 50670-901 Recife, Brazil

f Graduate Program on Frarmioceutical Sciences, Federal University of Pernambuce (UFPE), 50670-901 Recife, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article Ristory!

Received 22 uly 2011

Received inrevised form 12 October 2011
Accepted 13 October 2011

Available online 20 October 2011

Colloidal quantim dots (D) show great promise asfluorescent markers. The QD used in this study were
obtained in aguecus medium rather than the widely used colleidal QD. Both methedoelogies used for
the production of QD' are associated with the presence of heavy metals such as cadmium (Cd). Here
we investigate the short-term inhalation toxicity of water-soluble core-shell CAS)CA(OH), QD. Male
“Wistar rats were head-nose expesed for 6 hfday on 5 days at the technically maximum concentration
(0.52 mg Cdjm?). Histological examinatinn was performed directly after the last exposure, Additional
Ieepwords: - s X
Oanturn dots ratls were used fr:lnr Cdorgan burden Fletemlnat1o ns. Clinical parametersin blood, bronchoalveollar‘l'fwage
Rat fluid and lung tissue were determined 3 days after the last exposure. To analyze the reversibility or
Inhalation progression of effects, the examinations were performed again after a recovery period of 3 weels, The
Cadminm results of the study indicate that Cd5/Cd{OH), QD cansed local neutrophil inflammation in the lungs that
Sub-acute toxicity partially regressed after the 3-week recovery period. There was no evidence that QD were translocated

to the central nervous system nor that a systemic acute phase response occurred,

@ 2011 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Quantum dots (QD), first developed in the early 1980s, are
crystalline semiconducting nanoparticles comprised of a metal-
loid crystalline core and a “cap” or “shell” that shields the core,
minimizes surface traps and increases quantum yield (Powell and
Kanarel, 2006) Cadmium (Cd)-containing QD consist of different
corefshell structures: CdS/Cd(OH),, CdSe/CdS, CdTefCdS. They are
nanoparticles inthe low nanometer range, their flouroscence wave-
length is closely related to their size. Photobleach tendency of such
QDs is low. These properties make them suitable for fluorescent
probing applications todetectcancer biomarkersin vitro andin vivo
in cellsftissuesfwhole body (Gao et al, 2004; Farias et al, 2006).
The increazing use and applications of QD in distinct technolog-
ical areas, however, will invariably result in human exposure to
Q0.
Beside all thelr exciting optical and electrical properties, QD are
nanoparticles with unknown in vive toxicological properties, Thus,

* Corresponding author, Tel.: +49 621 605 64 19; fax: +49 621 6035 81 34,
E-moil address; bennard.raven swaay@basf.com (B van Ravenzwaay),

0378-4274fF - see front matter © 2011 Elsevier Ireland Ltd, All fghts reserved,
doi: 10,1016/ toxlet, 2011.10.011

the risk/benefit ratio for the use of nanomaterials in any technolog-
ical or medical developmentmustbe evaluated (Thomas and Sayre,
2004; Medina etal., 2007, For certain medical applications besides
intravenous (iv.) injection inhalation is also a relevant exposure
route. Nanoparticles can induce increased lung toxicity compared
to larger particles with the same chemical composition at equiv-
alent mass concentration (Oberddrster et al,, 2005). In additon, it
has been shown that nanomaterials can induce inflarnmatory reac-
tions in the lungs of experimental animals (Brown et al, 2007;
Gilmour et al, 2004; Dailey et al, 2008). Although inflammatory
reactionsin the lung seem tobe a commeondenominator, the extent
of the toxicity induced by nanomaterials depends on a combina-
tion of parameters. Among these, the chemical composition and
surface modification, size and shape, persistence and the release
of metal ions are considered to be the most relevant {Landsiedel
etal., 2010 Furthermore, a few of the inhaled nanoparticles could
possibly avold normal phagocytic defenses in the respiratory sys-
tern and translocate to the blood stream or even to the central
nervous system (Kreyling et al, 2002; Oberddrster et al, 2004).
[n addition to the general toxicity of nanoparticles, it should be
noted thatintake of QD poses a riskof systemic exposure to Cd. Cd
iz known to have a blological half-life of 15-20 years in humans
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ABSTRACT

Quantum dots (QDs) are a promising class of Huorescent probes that can be conjugated to a vanety of specific cell
antthodies. For this reason, simple, cheap and reproducible routes of QDs's syntheses are the main goal of many
researches in this field. The main objective of thi s work was to demonstrate the ahility of QDs as biolabels for fow cell
cytometry anaysis. We have synthesized biocompatible water soluble CdS8/Cd(0OH), and CdTe/Cd2 QDs and applied
them as fluorescent labels of hematologic cells. CdTe/CdS QDs was prepared using using a simple agquenus route with
mercaptoacetic acid and mercaptopropionic acid as stabilizing agents. The resulting CdTe/CdS QDs can target
biological membrane proteins and can adlso be internalized by cells. We applied the CdTe/CdS QDs as biolabels of
human lymphocytes and compared the results obtaned for lymphocytes treated and non-treated with permeabilizing
agents for cell membranes. Permeabilized cells present lngher fluorescence pattern than non permeabilized ones. We
associated antibody A to the CdAS/Cd(OH); QDs to label type & red blood cell (RBCY. In this case, the O erythrocytes
were used as the negarive control. The results demonstrate that QDs were successfully functionalized with antibody &
There was aspecific binding of QDs-antibody 4 to RBC membrane antigen only for & RBCs We have also momtored
QDs-hematologic cell interaction by using fluorescence microscopy. Our method shows that QDs can be conjugated to
a vanety of specific cell anttbodies and can become a potential, highly efficient and low cost diagnostic tool for flow
cell cytometry, very compatible with the lasers and filters used 1n this kind of equipments.

Keywords: red blood cells, lymphocytes, quantum dots, Cd2/Cd(OH), CdTe/CdS, biocomjugation, cytometry,
fluorescence

1. INTRODUCTION:

Fluorescence 15 a powerful technique to study biological events. The high sensitivity of fluorescence,
combined with advances in analytical technigues, permits the detecton of ultra small gquantites {even a single
molecule) of species present in the biologica systems'?. Usudlly, the precise location of intracellular components is
done by using fluorophores that can target specific molecules presented in cells. Dyes and fluorescent proteins have
beenused as Quorophores, however they present one or more of the following disadvantages: lack of bnghtness, broad
emission bands, high ghotobleaching rate and high cytotoxicity’. Semiconductor quantum dots (QDs) are a promising
clazs of fuorescent probes that can be conjugated to a variety of cell antihodies for specific recogmtion and labeling of
biological systems® Compared to orgamic fuorophores, QDs have an exceptional resistance to photodegradation,
narrower emission specttum with high quantum yield, broader absorption bands, larger effective Stokes shifts and

" adtiana, fontes@pesqui sador.cipo b, phone: 55 81 2126 7818,

Colloidal Guantumn Dots for Biomedic al Applications V, edited by Marek O sinski,
Wolfgany J. Parak, Thomas M. Jovin, Kenji Yamarmoto, Prac. of SPIE Vol 7575, 75750P
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degradation.

Serniconductor quantum dots based on [[-VI materials may be prepared to develop good biolabeling
properties. [n this study we present some well-succeeded results related to the preparation,
functionalization and bioconjugation of CAY (¥ = 5, Se and Te) to biological systetns (live cells and fixed
tissues) These nanostructured materials were prepated using colloidal synthesis in agueous media
resulting nanopatticles with wery good optical properties and an excellent resistance to photo-

@ 2008 Elsevier B.Y. All rights reserved.

1. troduction

Nanostructured materials based on semiconducter quantum
dots [(QDs) revealed to be a powerful tool for labeling biclogical
systems inthelast decade. Their nanoscale size range is compatible
to most of the metabolic and internalization processes observed
in cells [1,2]. Compared to organic fluorophores QD show an
exceptional resistance to photodegradation and photobleaching,
narrower photoluminescence with high quantum yield, broader
absorption bands, large effective Stokes shifts and higher absorp-
tion coefficients. In order to target them to aspecific molecule (e.g.
proteins, peptides, organic and inorganic polymers, DNA, carbo-
hydrates) present in the biclogical system under study, their
surface must be chemically modified with organic species. This
procedure is called the functionalization of the nanoparticles
and the resulting system may be considered a hybrid organic-
inorganic nanostructure [3]. The resulting systems possess the

* Corresponding author at: Depto. de Cigncias Farmacsuticas, UFPE, CDU, R. Prof.
Artur de Sa, §/N, Cidade Universitdria, 50740 120 Recife, PE, Brazil
Tel: +55 81 99588268; fax: +55 81 2125 8511
E-moil address: beate_santos@yahoo.combr (B.S. Santos).

0169-4332/% - see front matter &2 2008 Elsevier B V. All rights reserved
doi:10.1016/j.apsusc.2008.07.024

combined properties of both forming elements: the optical
properties of the Qs and the biclogical functionalities leading
to specific association to biosystems. These nanobiclabels may be
used in monitoring biclogical processes at molecular level. In this
work we show several well-succeeded examples of the functio-
nalization of Cd5/Cd{CH);, €CdSefCdS and CdTe/CdS nancparticles
(d =2-6 nm) and their biolabeling to different biological systems
(cancer cells and tissues, live parasites and yeast cells).

2. Experimental details

CdY (Y =5, Se, Te) nanccrystals were prepared in colloidal
agueous medium by a controlled precipitation procedure using
polyphosphate (PolyP) or mercapto-acetic acid (WMAA) as stabiliz-
ing agents [4,5]. In a typical CdSe (or CdTe) procedure, Se?~ [or
Te?") ions were produced reducing the Se (or Te) metal with
NaBH. in agueous solution and adding it to a seluticn containing
the Cd®*-MAA complexes. A further thermal treatment was
performed to produce a CdS shell by the hydrolysis of the thicl
groups of the MAA molecules [8]. The CAS{CA{ OH); crystals were
produced by adding H»5(g) ta a Cd?* solution containing PolyP.
The passivation procedure of the CdS particles consists of the
controlled precipitation of a Cd{OH); layer using OH™ followed by
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ABSTRACT

Semiconductor colloidal quantum dots (QDs) haventsgplied in biological analyses due to
their optical properties and versatility. Compatedrganic dyes, QDs present unique
properties, such as photostability and size/contiposiunable emission, which makes them
interestingly suitable for biological applicatioihese nanoparticles can be functionalized
when conjugated to biological molecules, includiegtins, proteins that selectively bind
carbohydrates. Concanavalin A (Con A) lectin bispscifically toa-D-mannose and-D-
glucose in glycoconjugates (usually expressed dmmeanbranes). In this work, we present an
efficient bioconjugation of CdTe/CdS-MSA QDs witloiCA and applied them to label
Candida albicans in planktonic suspensions and biofilms becausesiisvall is rich in
glycoproteins and mannoproteil®dTe/CdS QDs were synthesized using Cdgj;lénd
tellurium as precursors and mercaptosuccinic adiflX) as stabilizing agent. QDs were
characterized by absorption and emission spectpgdoefore and after bioconjugation to Con
A (0.028 g/mL) by adsorption. Accomplishing hemagigiation experiments and circular
dichroism, we observed that the Con A biochemicaperties were preserved after the
bioconjugation and the bioconjugation was confirrbgdluorescence microplate reader.
Fluorescence microscopy images showed yeast afibirbaells incubated with QDs-(Con A)
showed a bright orange fluorescence profile, irtthgahat the cell walls were specifically
labeled. In contrast, non-conjugated QDs do nallahy kind of cells. Our results show that
QDs were effectively conjugated to Con A opening pessibilities to evaluate and study not
only fungal infections, but also other micropatlgi@l conditions where carbohydrates

expression in an important feature.

KEYWORDS: Candida albicans, Quantum dots, Concanavalin A, lectin, bioconjugatio
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1. INTRODUCTION

Nanotechnology applications of novel nanomaterigi) unique physical or chemical
properties, in diagnostics, in therapies or for twymg and understanding biological processes
are referred as Nanomedicine [1]. In this contgugntum dots (QDs) has been considered the
most promising nanomaterial for clinical diagno3ise quantum dots are semiconductor
nanocrystals that, typically, have diameters betwZzand 10 nm and their emission wavelength
is proportional to their size. Compared to orgatyies, QDs present unique optical properties,
including high photostability, broad absorption tasize-tunable narrow emission spectra and
active surface, which make them interestingly litdor biological applications [2]. The large
effective Stokes shift favors the separation oftation from emission and the efficiency of
emission signal collection [3]. When the QDs isoassted to divers molecules, as proteins and
antibody [4], in an integration called bioconjugati the QDs has been used for label cancer
cells, tissues and also to improve real-time flaoemce tracking and detection in live cells and
animals [5], representing a major advances in na¢diagnostics, therapeutics, molecular
biology and cell biology [6], as an immunoassaydetection and identification fungal [7], for
example.

Candida albicans is the most common opportunistic fungal pathogesent in humans.
An infection progression depends on imbalances dmt@. albicans colonizing attributes and
suppressed host defense leading to tissue invddmyg contamination and potentially lethal
systemic infections [8,9]. Early diagnosis for isiee candidiasis (IC) and candidaemia have a
major importance mainly for immunosuppressed ptgiand blood cultures frequently do not
show enough sensitivity, are not accurate quangfyungal burden into tissues and require
extended incubation time [10]. Furthermore, symgattmiogy is identical to other nosocomial
infections, and more characteristic manifestatemesrare and mainly observed in highly
immunosuppressed patients. Prophylactic administralf hepatotoxic antifungal drugs for
patients without any signs of infection and empiri@dministration of antifungal therapy,
following a predefined duration of fever withouinital or laboratory diagnostics remains the
standard therapeutic procedure in high risk padiggjt

This microorganism shows different cellular morpigiés such as yeast and hyphae with
a complex macromolecular cell wall structure. Swbohydrates (mainly-glucans, chitin and
glycoproteins) representing approximately 80 to Qff%s composition being proteins (6 to
25%) and lipids (1 to 7%) present in minor amoyibhid. Some microorganisms creates a
source of persistent infection, where they aregmted to antibiotic treatment, @ albicans
biofilms, all forms of cells are presents [12]. thermore, the extracellular matrix formedGn
albicans biofilms also presents high concentrations of chydrates, making this specie an easy
target for Con A [13].
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Concanavalin A (Con A) is a legume lectin extraaté@anavalia ensiformis, has a large
powerful agglutinating being broadly employed idtagnostics, which binds specifically do
D-mannose and-D-glucose residues [14]. Lectins are proteins se#tctively bind
carbohydrates; this unique class of proteins payjor role as recognition molecules in
biological events [15]. This biomolecules candpplied in biochemistry, cell biology,
immunologyand other areas. They also are used for struathesbcterization of
glycoconjugates of unknown structure adentification of lectin, reactive structures in
biological materials (body fluids, cells and tisspEL 6]

Early diagnosis and monitoring treatments for invagandidiasis are still in focus and
are of vital importance mainly in immunosuppresgatients. We report in this work an
efficient bioconjugation of CdTe/CdS-MSA QDs witloiCA and we applied them to label

Candida albicans yeast cells and biofilms.

2. EXPERIMENTAL PROCEDURES
2.1. Materials:

Mercaptosuccinic acid (MSA), cadmium perchloratd((@©QO,).), sodium borohidryde
(NaBH,), tellurium (Te) and concanavalin A (Con A) wergghased from Sigma-Aldricl$t.
Louis, MO, USA). Isopropyl alcohol and other routine chemicals wmrechased from Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brazil). All the chemicalsdig/ere at analytical grade and ultrapure

water (18.2 M2) was used in all experiments.

2.2. General procedure for CdTe/CdS-MSA QDs synthesis and characterization:

CdTe/CdS-MSA core/shell QDs were synthesized ireags colloidal dispersion
according to the previously reported method wittneanodifications [17]. Briefly, QDs were
prepared by the addition of Ta a Cd(CIQ), solution of pH>10 in the presence of MSA
(mercaptosuccinic acid) as stabilizing agents2nls6.1 ratio of Cd:Te:MSA respectively. The
Te” aqueous solution was prepared using tellurium iiiegand NaBH, at a high pH and under
nitrogen saturated inert atmosphere. The reactiocegded, under constant stirring and heating
at 90 °C during 12 hours. After synthesized, QDsavgtructurally characterized by X-ray
diffraction (XRD) and transmission electron microgg (TEM). The XRD powder analysis was
carried out with Siemens Nixdorf D5000 diffractoeretvith Cuka (A=0.15418 nm) radiation.
The XRD pattern was obtained from CdTe/CdS-MSA @bDwders precipitated from an
aqueous solution of QDs with isopropyl alcohol. Tiivages were obtained on a Techai G2 20
FEI 2006 microscope operating at 200 kV. The saswlere prepared dropping diluted
solutions of CdTe/CdS-MSA QDs nanocrystals onto-2@3h holey carbon-coated copper

grids with the excessive solvent immediately evapeat. The optical characterization was
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carried by absorption spectra on a spectrophotarastaution 600 UV-Vis, Thermo Scientific,
and emission spectra were recorded using a fluenescspectrometer LS 55, Perkin Elmer(
365 nm).

2.3. CdTe/CdS-MSA QDs conjugation to Con A and Con A structural study:

The CdTe/CdS-MSA QDs were conjugated to Con A Isogation. The QDs solution
pH was adjusted at 8.0 and placed in contact with & for 2 h, at room temperature, with low
stirring. For 3 mL solution, containing QDs conaatibn at 5.1 x 1®mol L* Con A was
added at 280 pg/mL. The QDs bioconjugated werealpticharacterized by absorption and
emission spectra. Furthermore, to evaluate the/Csecondary structure the circular dichroism
(CD) spectra (Con A alone and bioconjugated) wecended on Jasco (J-815)
spectropolarimeter over a wavelength range of 188-v2n, under constantgurging. The CD
profiles were obtained at 25 °C in 1 cm path lergthette by employing a scan speed of 50
nm/min and response time of 8 seconds and averagedlO scans to eliminate signal noise.
The structural study was carried with lectin aland its conjugates at 2 x 1énol L™ protein

concentration in phosphate-buffered saline diluted.

2.4. Confirming the conjugation and protein activity:

The conjugation confirmation was performed in mptabe based fluorescence
measurements using a Wallac Viétda20 multilabel counter, Perkin Elmer, using theck 96
well Optiplate F HB microplates, PerkinElmer and #ttivity of the lectin conjugated to QDs
was evaluated by hemagglutination assay. In omleonfirm the conjugation by quantitative
measurement of the fluorescence QDs-(Con A) antft@srwere incubated in 96 wells
microplate for 2 hours at 37°C and screening imi@oplate reader equipped with excitation
filter at 480 + 31 nm and emission filter at 595@&nm. All experimental procedure was carried
out in triplicates. For hemagglutination assay,léutin, the QDs and the conjugates was
serially diluted and incubated with 2% (v/v) trypaied rabbit erythrocyte cell suspension in
150 mM NacCl, for 45 minutes in 96 well microplate@m temperature and the

hemagglutination potency was expressed as hemagging units (HU).

2.5. Cdll culture and biofilm assay

Candida albicans ATCC 90028 cells were cultivated in Sabouraud abese broth (Difco
Laboratories, Detroit, USA) for 24 hours at 37° {thvehaking at 75 rpm. The fungal cells was
centrifugated at 3.5 x $@pm for 3 minutes, and the resulting pellet wasispended and cell
concentration was adjusted to 2 ¥ TFU/mL in 0,15 mol [* phosphate-buffered saline (pH
7,2) (Sigma), employing transmission spectrosc@gyspec) at 540 nm resulting 68.5%

transmittance by a 1 cm optical path. Biofilms wegrewn on 96 wells microplates pretreated
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overnight with 10QuL/well of fetal bovine serum (Sigma). After washitige wells with 0,15

mol L™ phosphate-buffered saline (pH 7,2), 2000f cell suspension was added. The
microplates were left for 1:30 hours at 37° C idesrto completely decant the cells encouraging
adhesion before adding 150 of Sabouraud dextrose broth. Biofilms were grawer 72

hours at 37° C, gently shaking at 120 rpm.

2.6. Label C. albicanswith QDs-(Con A):

The fungal cells labeling was performed for yeadit suspension and biofilm &.
albicans ATCC 90028 toward QDs-(Con A), QDs alone and Qidkibited Con A). To
confirm the lectin specificity sugar iD. albicans cell wall and biofilms, a lectin binding
inhibition assays were accomplished incubating QQm A) with methyle-D-
mannopyranoside 0.3 mol'l(Sigma) for 30 min prior to its incubation withethoth systems,
yeast cells and biofilms. The incubation of cefgensions (1I0CFU/mL) with 200uL QDs
were performed at volume proportion of 1:1 for Lihdfter incubation all systems (test and
controls) were washed by centrifugation at 3.6 Xrpen for 30 seconds for removing QDs free.
For biofilm label, the Sabouraud dextrose broth ressoved and the biofilm remaining was
washed with 15QL of phosphate-buffered saline (pH 7,2) for nonexéld cells exclusion. A
volume of 15QuL of each system was added to biofilm wells andilbated for 1% hours at 25
°C. After incubation all systems (test and conjralsre removed and biofilms were again
washed to remove QDs free. The fungal labelling @l@erved in a fluorescence microscope
Leica DMI4000B and confocal microscope Olympus IXBrthermore, the flow cytometry,
FACSCalibur, Becton Dickinson, was used for quaratfon these labeling yeast cells
suspension. The software used for data cytometrggsssing was Cell Pro, Cell QuestTM
Software, Becton Dickinson immunocytometry systénmound 20,000 events were acquired

wonder exciting fluorescence at 488 nm and measwithdFL2 filter 585 nm/21 nm.

3. RESULTS AND DISCUSSION
3.1 Characterization of CdTe/CdS-MSA QDs

The structural and optical characterization wasliseanalyze the size and crystallinity
of QDs. The XDR pattern of CdTe QDs showed thréfeadition peaks observed & 2alues
24.2°,40.02° and 46.42°, respectively, correspagtth the (111), (220) and (311) crystalline
planes. This result is consistent with bulk culzio¢ blende) CdTe structure (JCPDS No. 75-
2086) [18]. Following literature methods [19], tharticle-diameter was estimated at 3.0 nm
according Scherrer formula, using the peak at 24128 TEM image of CdTe/CdS-MSA QDs
shown in Figure 2 shows that the size of the Q[&4shm, which is in agreement with the size

estimated from crystallography data. The opticallyres revealed an excitonic absorption peak
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at 547 nm and photoluminescence at 600 nm, as shokigure 3. According to the

relationship between the main absorbance andzbeo$ithe QDs [20] the size of the
CdTe/CdS-MSA QDs can be estimated to [Zrn, as observed by Dagtegiel. and Rogach

et al. [21,22]. The empirical fitting functiorD = (9,8127 x 10)A* — (1,7147 x 18)A? +

(1,0064)\ — 194,84, whei (nm) is the size of a given CdTe QDs sample, was@yed in this
analysis. The extinction coefficient per mole of Qor the first peak absorption was calculated
using the Lambert-Beer’s law with absorbance atiaBd. 5-0.25. The extinction coefficient
was estimated in = 1,09 x 16 L mol"* cmi* in according with the formula= 3450AE (D)>*
whenAE is the transition energy corresponding to the &issorption peak in eV unit amis

the diameter or size particle [20].

3.2 Characterization of CdTe/Cd-MSA QDs-(Con A) conjugates and confirmation of
conjugation

The CdTe/CdS-MSA QDs conjugation with Con A leatias performed at ratio 1000:1
(QDs:Con A). The optical characterization by abSorpand emission spectra is showed in the
Figure 2. Didn't significant alteration was obsetve the absorption and emission spectra by
electrostatic conjugation. However in the resutesspnted by Wang and colleagues [23], a red
shift was observed after using glutaraldehyde aplowy agent for CdTe-(Con A) conjugation.
The protein activity was analyzed before and afdfe/CdS-MSA QDs conjugation by
hemagglutinating assay. The CdTe/CdS QDs alonaatishow hemagglutinating activity.
However, the CdTe/CdS QDs-(Con A) conjugate disgllagn activity equal to Con A controls
as exhibited in the Table 1, and suggest a bickbgictivity preservation of the lectin in the
conjugate. However a structural study was perfortnedThe CD spectra of Con A exhibited a
negative band in the UV region at 220-230 nm apdsitive one at 190-200 nm. These bands
are characteristic of fstrands structure of protein and represents z* and n— z*
transitions of peptide bonds [24, 25]. This CD $peu in the far UV region indicates no
disruption of secondary structure, wit £, s being -4600 ° as compared to -4870 ° for the
native protein (Figure 4). For the conjugation aonhtion a fluorescence measurement of the
conjugates was observed. For the conjugates withcaease in the fluorescence measurement
higher than 100% when compared to controls (Tala?) considered an efficient conjugation.
Our results suggests a binding of the CdTe/CdS (@Ios-A) conjugates on the microplate
surface mediated by the protein because was shawettrease in the relative fluorescence

intensity greater than 180 %.
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3.3 Labding C. albicans yeast and biofilms

The labelingC. albicans with QDs-(Con A), QDs alone and QDs-(inhibited Ggn
were performed separately with yeast cells andi@ilm. An interaction between CdTe/CdS-
MSA QDs and the fungal was observed by QDs-(Conokjugate only. No interaction was
noted by QDs alone or QDs-(inhibited Con A) conjeg®ur results suggest a specific labeling
C. albicans cell wall [26] because after cells incubation w@b-(Con A) was showed an
intense peripheral fluorescence, as seen in confoeging (Figure 5A) and its optical phase
contrast overlap (Figure 5B). On the other hancem@QD-(Con A) binding to cells was
completely inhibited adding methgHD-mannopyranoside at the concentration of 0.3 ol
before the incubation procedure. After Con A intidoi, the yeast cell wasn't label. Therefore,
this process confirms a possible lectin bindingadohydrates . albicans cell wall.
Particularly,C. albicans biofilms have a highly heterogeneous architectorapmsed of cells
and extracellular elements with polysaccharide rratfL2] with an monosaccharides
proportion increased in the biofilm (glucose, gtdae and mannose) [13]he biofilm label
with QDs-(Con A) results showed a successfully liabeor all cellular morphologies (Figure
6A). The Con A inhibition experiment no shows laéey kind of cell in its biofilm. This result
can be very important for alternatives therapie?@T, when the destruction of the
extracellular matrix of a microbial biofilm is crat to an effectively treatment [27].
Furthermore, non-conjugated QDs do not label egthalar matrix and any kind of cells.
Moreover, to quantify how many cells we had speddbeling was did flow cytometry analysis
(Figure 7), that demonstrated more 93 % of yedlst specific labeled. Past studies successfully
labeledC. albicans cell walls specifically employing AlexaFluor 488€ A applied the
technique for monitoring phagocytes assays [28]fallawing biofilm growth [29]. Others
studies employed FITC-Con A for a binding sitesfeamation between enteric bacteria and
probiotic yeast [30] and on the investigation alibetoccurrence of specific receptors in the
cell wall in two different lichen phycobionts [314dditionally the QDs-lectin conjugate has
been employed as fluorescent probes for diagnim&itification of leukemia cells [32], sensor

for the detection of glucose [33] and for tumoraguaition [34].

4. CONCLUSION

Our results suggest we efficiently conjugated Catw MSA-capped CdTe/CdS
QDs. The Con A conjugated QDs successfully lab€autlida albicans cells at any
morphology without losing viability and biofilm exdicellular structures. This work
opens new possibilities to evaluate and study nbt fungal infections, but also other
pathological conditions where carbohydrates expyass an important feature by using

QDs-Con A bioconjugates. Furthermore, the labehihgxtracellular matrix is
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important because we can monitor effects of thesaph pathogens that form biofilm.
One of the principal characteristics of biofilmgheir resistance to commonly used
antifungal agents. Finally, QDs still can be bigogated with other lectins that
recognize other carbohydrates in cell membranesitibodies assisting in diagnostic
specific candidiasis. The bioconjugates can alsoseel to evaluate therapies in fungal

infections with biofilm formation in catheter tip o immunosuppressed patients.
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TABLES AND ILLUSTRATIONS
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Figure 1: XRD pattern showed for CdTe/CdS-MSA as prepared.
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Figure 3: Absorption and photoluminescence spectra of CAd®/MISA QDs (dashed line)
and CdTe/CdS-MSA-(Con A) QDs conjugate (line).

Table 1 —Hemagglutination potency of the Con A and its agate to CdTe/CdS-MSA QDs in

2 % (v/v) rabbit erythrocyte cell suspension. Hpmss the hemagglutinanting potency.

Systems Lectin activity (HU)
Con A 128
MSA-capped CdTe/CdS QDs no activity
MSA-capped CdTe/CdS QDs-(Con A) 128

Table 2 — Fluorescence Microplate Reader results of fluarmese intensity from triplicate
detection of free and bioconjugated QDs.

Samples Average Fluorescence Relative Fluorescence Intensity
Intensity (u.a.) (%)
Control 1 (QD) 312
Control 2 (Con A) 435.2
Average Controls 374+75
QD-(Con A) 10794487 188%
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Figure 4: DC spectra of Con A native (dashed line) and agated to MSA-capped
CdTe/CdS QDs (normal line).

Figure 5: Confocal microscopy image of. albicans cells. (A) Confocal fluorescence
microscopy image of yeast suspension (excitatiod48 nm); (B) overlap of the confocal
fluorescence microscopy image and optical phastrasinScale bar = 2m
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Figure 6: Fluorescence microscopy and phase contrast infathe €. albicans biofilm. In (A)
fluorescence microscopy image (excitation in 56p&8d (B) phase contrast image of fungal

biofilm. Scale bar = 5Qm.
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Figure 7: Histogram statistic of flow cytometry analysis.aég cells ofC. albicans with QDs
alone, 95.75 % did not show labeling. But when weduQDs-(Con A) conjugated more than 93

% yeast cells show labeling.
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