Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

FARMACIA
[ B B ] UFPE

| [~=2
[ [~
[| [~

%

Kilmara Higia Gomes Carvalho

Obtencao e caracterizacao de imunoconjugados baseados em
pontos quanticos de CdTe para diagnodstico da
Leishmaniose Tegumentar Americana

Recife, 2014



| [~=2
[ [~
[| [~

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Ciéncias da Saude

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas

%

VIRTUS IMPAVID,
[ B B |

Kilmara Higia Gomes Carvalho
(Bolsista FACEPE)

Obtencao e caracterizacao de imunoconjugados baseados em
pontos quanticos de CdTe para diagnodstico da
Leishmaniose Tegumentar Americana

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
da UFPE como parte dos requisitos
necessarios para a obtencao de titulo de
Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof2. Dra. Beate Saegesser dos Santos

Co-orientadora: Prof2. Dra. Adriana Fontes

Recife, 2014



Catalogacio na Fonte
Bibliotecaria: Ménica Uchda, CRB4-1010

C331o

Carvalho, Kilmara Higia Gomes.

Obtencdo e caracterizacao de imunoconjugados baseados em pontos
quinticos de CdTe para diagnosfico da Leishmaniose Tegumentar
Americana { Kilmara Higia Gomes Carvalho. — 2014,

91 f.il.; tab.; 30 cm.

Crientadora: Beate Sasgesser Santos.

Tese (Doutorado) — Universidade Federal de Pemambuco, CC3.
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas. Recife, 2014.

Inclui referéncias, apéndices e anexos.

1. Pontos quanticos. 2. Imunoensaio. 3. Leishmaniose. 1. Santos,
Beate Saegesser (Orientadora). 1. Titulo.

615.3 COD {23.ed.) UFPE (CC52017-050)




KILMARA HIGIA GOMES CARVALHO

Obtencao e caracterizacao de imunoconjugados baseados em pontos
quanticos de CdTe para diagndstico da Leishmaniose Tegumentar Americana

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduacéao
em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal de Pernambuco, como requisito parcial

para a obtencdo do titulo de Doutora em Ciéncias
Farmacéuticas.

Aprovada em: 01 /09 /2014

BANCA EXAMINADORA

Profé. Dr2. Beate Saegesser dos Santos (Orientadora)
Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr2. Regina Célia Bressan Queiroz de Figueiredo
Fundacao Oswaldo Cruz (Examinadora Externa)

Prof2. Dr2. Maria Carolina Accioly Brelaz de Castro
Universidade Federal de Pernambuco (Examinadora Externa)

Prof2. Dr2. Claudilene Ribeiro Chaves (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Minas Gerais

Prof2. Dr2. Maria Goreti Carvalho Pereira (Examinadora Externa)
Universidade Federal de Pernambuco



Dedico este trabalho a Deus, a minha mae,
a0 meu esposo € aos meus irmaos.



AGRADECIMENTOS

A Deus, a razdo da minha existéncia, por todas as béngaos concedidas.

A minha mae Terezinha Gomes Barros da Cruz, fundamental em todos os
momentos de minha vida, por todo carinho, amor, dedicacido, incentivo,
compreensao e ajuda incondicional.

Ao meu esposo Aluizio Gongalves Brasil Junior pelo amor, apoio, compreensao e
parceria neste trabalho.

Aos meus irmaos Kleber, Kelaine e Katianny pelo incentivo, ajuda e compreensao
por tantos momentos de auséncia.

A professora Beate pela confianca, carinho, apoio, paciéncia e ajuda para realizagao
deste trabalho.

A professora Adriana Fontes pelas valiosas discussdes e contribuigao no trabalho.
Aos professores Claudia Sampaio e Ricardo lara pelo apoio, carinho e atencao.

A Maria Edileuza Felinto Brito por toda contribuicdo e colaboracdo na aplicabilidade
do conjugado em imunodiagndsticos para leishmaniose tegumentar americana.

A Regina C. Bressan Q. de Figueiredo por todo carinho, paciéncia e colaboragéo
nos experimentos em microscopia confocal.

A Valéria Régo Alves Pereira pela ajuda e colaboracdo na experimentacdo em
citometria de fluxo.

A Marli Tenério Cordeiro pelas valiosas discussdes.

Ao Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas: Coordenadores, Vice-
coordenadores, professores e secretarias por toda atencéo e dedicacao.

A FACEPE pelo apoio financeiro para a realizagdo deste trabalho.
Aos colegas do laboratério de Biofisica-Quimica da UFPE, em especial a Anna Livia,
Cida, Deivison, Joao Paulo, Osnir, Paulo e Thiago pela ajuda na realizacdo de

algumas caracterizacoes e/ou experimentos.

A Andresa Pereira de Oliveira, Beatriz e Diego pela ajuda na realizacdo do
experimento em citometria de fluxo

A Cinara, Mara, Karla e Ana pelo auxilio na realizagdo dos experimentos de
marcac¢ao em microscopia confocal.

A Tarcyla Andrade do Departamento de Fisica/UFPE pelo DRX.



A Universidade da Flérida pelas imagens de microscopia eletrbnica de transmissao.

Aos professores do Departamento de Ciéncias Fisiol6gicas da Universidade Federal
do Amazonas, em especial, Silvana pela amizade e apoio.

Ao professor Emerson Lima da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas pelas analises.

Aos professores Darlisom, Jucimary, Hugo Valério e Marcia Rubia da Universidade
do Estado do Amazonas pelo apoio na conclusdo do meu doutorado.

A todos que direta ou indiretamente contribuiram para a elaboracéo deste trabalho.

Obrigada!



“Ora, a fé é o firme fundamento das
coisas que se esperam € a prova das
coisas que se nao veem”

Hebreus 11:1

Tudo o que tenho,
tudo o que sou,
0 que vier a ser,
vem de ti Senhor.

(Trecho da musica Vem de ti Senhor)

Diante do Trono



RESUMO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) é uma infeccdo causada por varias
espécies de protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae e ao género Leishmania, tendo L. (Viannia) braziliensis como
agente etiolégico de maior incidéncia no Brasil. A LTA é uma doenga endémica no
pais e que ainda apresenta dificuldades de diagnédstico laboratorial. Os pontos
quanticos (PQ) sao nanocristais fluorescentes de materiais semicondutores que
recentemente vém sendo empregados como fluor6foros no desenvolvimento de
novos métodos imunoquimicos como alternativa diagndstica, visando inovar e
otimizar as técnicas atuais. O presente estudo demonstrou a viabilidade dos PQ
como insumos fluoréforos em ensaios sorologicos para diagnostico da LTA. PQ
fluorescentes de Telureto de Cadmio (~3 nm) estabilizados com &cido
mercaptosuccinico (AMS) foram preparados em meio coloidal e acoplados
covalentemente a anti-imunoglobulinas G, via carbodiimida. Foi desenvolvida uma
técnica de analise semiquantitativa para o monitoramento da bioconjugacéao
baseada em leitura de fluorescéncia em microplacas negras. Os bioconjugados
obtidos (PQ-Anti-IgG humana) foram submetidos a avaliacido de desempenho para a
pesquisa de anticorpos humanos anti-L. (Viania) braziliensis. pelas técnicas de
citometria de fluxo, imunofluorescéncia indireta (IFl) e por ensaio imunofluorescente
de adsorcdo baseado em pontos quanticos (PQ-FLISA). Empregou-se as formas
promastigotas da cepa de referéncia (MHOM/BR/75/M2903) de Leishmania (V.)
braziliensis na IFl e citometria de fluxo, enquanto que no PQ-FLISA utilizou-se o
antigeno soluvel bruto de L. (V.) braziliensis. Os experimentos realizados por meio
das técnicas de citometria de fluxo, IFI e PQ-FLISA em imunodiagnéstico para LTA
demonstraram a afinidade dos conjugados obtidos de CdTe/AMS-Anti-lgG em se
ligar a imunoglobulinas G, fornecendo resposta diferencial entre controles e
amostras analisadas demonstrando a capacidade destes materiais como novos
insumos em imunodiagndsticos.

Palavras-chave: Pontos quéanticos. Imunoensaio. Leishmaniose.



ABSTRACT

The American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) is an infection caused by various
species of protozoa belonging to the Kinetoplastida order, family Trypanosomatidae
of the Leishmania genre. The L. (V.) braziliensis genus is the most prevalent
ethiologic agent of ATL in Brazil. ATL is endemic in the countrie and still presents
difficulties in its laboratorial diagnosis. Quantum dots (QDs) are fluorescent
semiconductor nanocrystals that have been applied as markers in the development
of new immunochemical methods as diagnostic alternative protocols, aiming to
innovate and optimize as current techniques. The present study demonstrated the
feasibility of QDs as new fluoroimmunoassay active material for the serological
diagnostic of ATL. Fluorescent CdTe QDs (~3 nm) stabilized with mercaptosuccinic
acid (MSA) were prepared in aqueous colloidal media and coupled covalently to
antimmunoglobulin G by carbodiimide. A semiquantitative technique using a
fluorescence plate reader was developed to monitor the bioconjugation procedure.
The human QD-anti-lgG bioconjugates were tested for the detection of human
antibodies against L (Viania) braziliensis, applying flow cytometry, indirect
immunofluorescence (lIF) and adsorption fluoroimmunoassay (QD-FLISA). The
promastigote forms of the reference strain (MHOM / BR / 75 / M2903) of Leishmania
(V.) braziliensis were used in IFI and flow cytometry, whereas in the QD-FLISA the
crude soluble antigen of L. (V.) braziliensis was used. The analysis of all the data
demonstrated the capacity of the CdTe/MSA-Anti-lgG bioconjugates to bind to
immunoglobulin G and succesfully detect the LTA positive serum compared to the
controls. The results showed that these materials may be applied as new tools in the
diagnosis of LTA.

Keywords: Quantum dots. Immunoassay. Leishmaniasis.
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um grupo complexo de doencas causadas
por varias espécies de protozoarios intracelulares do género Leishmania, os quais
infectam macrofagos de uma variedade de mamiferos, incluindo humanos e cées.
Dependendo da espécie do parasito e do estado de imunocompeténcia do
hospedeiro humano, a doenca pode variar em severidade e diversidade de
manifestacdes clinicas. De modo geral, podem ser classificadas em leishmaniose
visceral ou calazar e leishmaniose tegumentar americana (LTA). A LTA pode
manifestar-se sob as formas de leishmaniose cutédnea (LC) e leishmaniose mucosa
(ou mucocutanea) (LM) (BRASIL, 2014). Estas infeccoes sdao endémicas em 88
paises tropicais e subtropicais ao redor do mundo. Entre 1 e 1,5 milh6es de novos
casos de leishmaniose sao registrados a cada ano e cerca de 350 milhdes de
individuos estdo vivendo em locais onde ha risco de contrair a doenca.
(HERWALDT, 1999; BRASIL, 2013).

A Organizagdo Mundial da Saude considera a LTA como uma importante
doenca infecciosa, devido a amplitude e alta capacidade de ocasionar deformidades
no ser humano, levando a consequéncias psicolégicas, bem como reflexos nas
areas social e econdmica (BRASIL, 2007). No Brasil, a LTA é encontrada sob
diferentes padrées de transmissao e perfis epidemiolégicos em todos os Estados
brasileiros (SILVA, 2012), constituindo um problema de saude publica no pais.
Segundo dados do Sinan/ SVS/ MS, 20.296 casos de Leishmaniose Tegumentar
foram registrados no Brasil em 2013. A regidao norte apresentou o maior nimero de
casos (10.387), seguida das regides nordeste (4.969), centro-oeste (3.038), sudeste
(1.460), sul (373) e UF ignorada (69).

O diagnéstico na fase inicial da doenca, juntamente com a terapia
medicamentosa adequada, podem curar ou diminuir a probabilidade de danos ou
obito do paciente. Contudo, atualmente, o diagnostico baseia-se na associacao de
critérios clinico-epidemiolégicos e laboratoriais, tendo em vista as dificuldades
inerentes as técnicas diagndsticas utilizadas. O diagndstico laboratorial da
leishmaniose em seres humanos compreende exames parasitoldgicos, imunoldgicos
e moleculares. O diagnostico de certeza é realizado pela detecgdo do parasito, ou
de seus produtos, nos tecidos ou fluidos biolégicos de pacientes (KAR 1995; BRITO,
2004, BRASIL, 2013).
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A presenca de anticorpos IgG anti-Leishmania especificos durante a infecgéao
tem permitido o desenvolvimento de testes sorologicos, tais como:
imunofluorescéncia indireta (IFl), western blot, ensaio de imunoadsorcao ligado a
enzima (ELISA) e citometria de fluxo (KUBAR, 2005; OLIVEIRA, 2011; BRASIL,
2013).

Diante do exposto, o desenvolvimento de abordagens diagnésticas
inovadoras para doencas negligenciadas sao cruciais. Visando suprir esta
necessidade, a nova classe de fluoréforos baseada em nanocristais de
semicondutores, conhecidos como pontos quanticos (PQ), do inglés quantum dots,
surge como uma importante promessa em insumo para imunoensaios.

Desde 1998, quando foram descritas as primeiras publicacées (BRUCHEZ et
al. 1998; CHAN e NIE, 1998) sobre a utilizacdo dos pontos quanticos como
marcadores bioldgicos, estes tém sido estudados e aplicados na area biomédica.
Por apresentarem diversas vantagens frente aos fluor6foros convencionais, os PQ
tém-se revelado eficazes como novas sondas fluorescentes para finalidades
diagnésticas e ensaios bioanaliticos (MICHALET, 2005; MEDINTZ, 2005;
BRUCHEZ, 2007; HE, 2014; PISANIC, 2014; CHATTERJEE, 2014).

Ressalta-se que em aplicacbes na interface biolégica, os PQ essencialmente
inorganicos requerem passar por um processo de bioconjugacao. Este processo
deve promover uma ligacdo entre o0 nanomarcador € a biomolécula, de modo que
ambos permanecam com suas caracteristicas e fungbes apds o processo
(HERMANSON, 2008). Essas conjugacdes podem ser obtidas pelo emprego de
agentes de acoplamento, dentre 0s quais citam-se as carbodiimidas como uma das
principais classes (ULRICH, 2007).

No contexto apresentado, o presente trabalho volta-se ao emprego de PQ
como insumo em ensaios imunodiagnésticos para a deteccéo de LTA.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Obter bioconjugados de pontos quanticos de telureto de cadmio (CdTe) com

anti-imunoglobulinas G (anti-lgG) e avaliar seu emprego como insumo em

imunoensaios para leishmaniose tegumentar americana.

2.2 Objetivos especificos

e Sintetizar PQ de CdTe empregando como agente estabilizante o acido
mercaptosuccinico (AMS).

e (Caracterizar 6ptica e estruturalmente os PQ obtidos.

¢ Realizar conjugacao entre Anti-IgG e PQ de CdTe.

e Analisar os bioconjugados obtidos por meio de caracterizacao Optica e por

método de fluorescéncia semiquantitativo.

e Avaliar o desempenho dos bioconjugados para pesquisa de imunoglobulinas
G (IgG) anti-Leishmania em diagndstico de LTA nos ensaios soroldgicos:
fluoroimunoensaio heterogéneo indireto com pontos quanticos (PQ-FLISA),

imunofluorescéncia indireta (IFl) e citometria de fluxo.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Leishmaniose

As leishmanioses sdo doencas infecciosas e ndo contagiosas, causadas por
diferentes espécies de protozoarios que pertencem a ordem Kinetoplastida, familia
Tripanosomatidae e género Leishmania. Estes sao parasitos intracelulares
obrigatérios das células do sistema fagocitico mononuclear. Os protozoarios da
ordem Kinetoplastida se caracterizam pela presenca de uma estrutura rica em DNA,
denominada cinetoplasto (LAINSON; SHAW, 1987).

O protozoario Leishmania apresenta duas formas no seu ciclo de vida. Uma é
a forma amastigota, aflagelada, ovalada, encontrada no interior de células do
sistema monocitico fagocitario, nos tecidos dos hospedeiros vertebrados. A outra € a
forma extracelular promastigota, flagelada, fusiforme, encontrada no tubo digestivo
do inseto vetor e em meios de cultura (MARZOCHI, 1992). A Figura 1 mostra as

duas formas evolutivas do protozoario descritas.

Figura 1. Formas evolutivas do protozoario Leishmania. Amastigota (A) e Promastigota (B).
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Fonte: Adaptado de PEREIRA (2011) e BRASIL (2013).

Os parasitos do género Leishmania sao classificados em dois subgéneros:
Viannia e Leishmania. Os parasitos do subgénero Viannia desenvolvem-se
primeiramente no intestino posterior dos vetores e depois migram para o intestino
médio e anterior. Os parasitos do subgénero Leishmania desenvolvem-se apenas no

intestino anterior e médio. O género Leishmania abrange em torno de 30 espécies
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catalogadas, das quais 20 estdo implicadas em doencas de humanos (ASHFORD,
2000).

De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), as leishmanioses
acometem 12 milhdes de pessoas no mundo, em 88 paises tropicais e subtropicais,
sendo 72 desses considerados em vias de desenvolvimento. Cerca de 350 milhdes
de pessoas vivem em &reas de risco de se contrair a leishmaniose, com
aproximadamente 2 milhdes de novos casos registrados a cada ano (BRASIL,
2013).

Uma das caracteristicas mais marcantes do género Leishmania é a
diversidade das manifestacdes clinicas. De modo geral, essas enfermidades se
dividem em leishmaniose tegumentar americana (LTA) e leishmaniose visceral (LV).
A LV também chamada calazar, febre negra ou esplenomegalia tropical, € uma
doenca crénica e endémica em varias regidées do mundo, que ataca érgaos internos
e se caracteriza pelo aumento no volume do figado e baco, anemia, perda de peso e
febre, e que, se nao tratada a tempo, pode ser fatal (HEPBURN, 2000, SILVA et al.,
2001). A LTA acomete pele e mucosas, podendo ser observada sob a forma:
cutanea (LC), também conhecidas como feridas bravas ou Ulceras de Bauru, que se
caracterizam por lesées Unicas ou multiplas na pele, geralmente no rosto, bracos e
pernas; cutanea difusa (LCD), com lesdes nodulares persistentes, no corpo inteiro; e
a mucocutanea (LMC), que afeta de maneira preponderante as mucosas da face,
como fossas nasais e o palato (HERWALDT, 1999).

A LTA é considerada pela OMS como uma das mais importantes doencas
infecciosas, devido a amplitude e alta capacidade de ocasionar deformidades no ser
humano, levando a reflexos nas areas psicoldgica, social e econémica. No Brasil, a
LTA esta entre as afecgbes dermatoldégicas que requerem maior atencao,
apresentando ampla distribuicio em todos os Estados do pais com importante
espectro clinico e diversidade epidemiolégica, representando um problema de saude
publica (Figura 2) (BRASIL, 2013).

A LTA é de dificil controle por possuir uma diversidade de agentes, de
reservatérios e de vetores com padrbes de transmissdo diferentes, além de
conhecimento limitado sobre alguns aspectos. No pais, dentre as setes espécies
identificadas que ocasionam a LTA, as trés principais séo L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (L.) amazonensis. A primeira possui ampla distribuicdo no territorio

brasileiro, sendo o principal agente etiolégico no Nordeste e a Unica espécie
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encontrada no estado de Pernambuco (BRASIL, 2013; BRITO et al., 2008) (Figura
3).

Figura 2. Casos notificados de leishmaniose tegumentar americana no Brasil, durante o
periodo de 1980 a 2005.
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Figura 3. Esquema da Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil, Classificagdo Clinica e
Respectivos Agentes Etiol6gicos segundo Marzochi.

Lelshmanlose Tegumentar Americana
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(2) Forma Cutanea Multipla {7) Forma Mucosa

(3) Forma Cutanea Concomitante

Disseminada (8) Forma Mucosa Contigua

(4) Forma Recldiva Cutls (9) Forma Mucosa Primadria
(5} Forma Cutinea Difusa {10) Forma Mucosa

Indeterminada

Leishmania brazillensis

(1,2,3,4) Leishmania braziliensis
Leishmania amazonensis (6,7,8,9,10)
1,2,3,4,5) Leishmania amazonensis
Leishmania guyanensis (8)
(1,2,3)

Fonte: Brasil, 2013.
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O ciclo biolégico da Leishmania é heteroxeno, envolvendo um hospedeiro
invertebrado e um vertebrado. Os vetores da LTA que atuam como hospedeiros
invertebrados sao flebotomineos hematéfagos, pertencentes a Ordem Diptera,
Familia Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae, género Lutzomyia (ROBERTS;
JANOVY, 2000). Estima-se que existam cerca de 400 espécies de flebotomineos
nas Ameéricas, sendo que 50 dessas parecem estar envolvidas na transmissdo da
Leishmania (KILLICK-KENDRICK, 1999). Além de um vetor invertebrado, o parasito
necessita de um hospedeiro vertebrado que atua como reservatério. Dentre esses,
temos uma ampla variedade de roedores, canideos, marsupiais e humanos.
Geralmente o homem participa do ciclo de transmissdao como um hospedeiro
acidental, quando entra em ambientes de alta transmissdo, onde a doenga se
mantém em fungcdo dos reservatérios naturais (MOLYNEUX; KILLICK-
KENDRICK,1987).

O vetor pode se infectar ao ingerir sangue de um hospedeiro vertebrado
contendo macréfagos que possuem amastigotas no seu interior. Apos a lise do
macréfago infectado as amastigotas transformam-se em promastigotas, as quais
aderem as microvilosidades do intestino médio do inseto. Nesta fase, os parasitos
sdo denominados prociclicos, e caracterizam-se por se multiplicarem rapidamente
por divisdo binaria, transformando-se, apds alguns dias em promastigotas
metaciclicos, que sdo muito moéveis e ndo tém a capacidade de se dividir. Os
promastigotas metaciclico, infectantes, migram para a probdscida do inseto e sao
injetados com a saliva durante o préximo repasto sanguineo (SACKS; KAMHAWI,
2001). Os promastigotas inoculados sobrevivem aos mecanismos de defesa inatos
do hospedeiro e entdo infectam os macroéfagos. Dentro dos macréfagos forma-se o
fagossomo, onde as formas promastigotas metaciclicas sobrevivem e estabelecem
as condicbes favoraveis para a diferenciagdo em amastigotas, que se dividem, lisam
o macréfago e infectam novas células, repetindo o ciclo (SACKS; KAMHAWI, 2001).
A sobrevivéncia intracelular do parasito pode estar relacionada a rapidez de sua
transformacao em amastigota (LEWIS, 1974), uma vez que estas formas encontram-
se melhor dotadas bioquimicamente e enzimaticamente para resistirem aos
mecanismos leishmanicidas dos macréfagos (PEARSON et al.,1983).

O desenvolvimento da imunidade celular pelo hospedeiro tem atuacao na
protecdo contra infeccdo por Leishmania. Todavia, ainda € pouco caracterizada a

infeccado por L. (V.) braziliensis na resposta imune mediada por células T. Isto se
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deve ao fato do crescimento deste parasito in vitro ser dificil, sendo necessario para
realizar a infecgdo em camundongos uma elevada carga parasitaria (OLIVEIRA,
2011).

Anticorpos séo ineficazes para o controle ou destino da infeccdo por
Leishmania, devido as formas amastigotas estarem localizadas intracelularmente.
Todavia, os titulos de anticorpos circulantes podem ser detectados nas diferentes
formas da LTA, sendo diretamente proporcionais a gravidade da doenca e a
atividade da infeccdo, conforme exibido pela Figura 4. Em formas graves,
multiparasitarias da doenga, como na leishmaniose visceral e LCD, encontram-se
titulos elevados de anticorpos especificos, seguidos por titulos menores na LM. Na
LC em casos nao complicados sdo observados niveis mais baixos ou indetectaveis
de titulos de anticorpos, enquanto que em casos de lesdes multiplas tém-se niveis
de anticorpos anti-Leishmania mais altos comparado aqueles com uma unica leséo.
Destaca-se ainda que, em poucos meses apds a cura clinica, os titulos dos testes

sorolégicos tendem a diminuir rapidamente (BRASIL, 2013).

Figura 4. Esquema com caracteristicas da resposta imune para as diferentes formas da
Leishmaniose Tegumentar Americana.

Leishmaniose Leishmaniose Leishmaniose
mucosa cutinea cutanea difusa

L. braziliensis™
L. amazonensis
L. guyanensis

L. braziliensis™® L. amazonensis

Parasitos: ++
macréfagos: ++
imun.celular: ++

Parasitos: ++++
macrofagos: ++++
imun.celular: -

Parasitos: +
macrdofagos: +

imun.celular: ++++
Ac: +

Ac: +++ Ac: +++4
IFN- - ++++ palbich e - IFN-7: -
IL-10: ++ ot IL-10: 44 44

Legenda: * Principal espécie causadora de leishmaniose cutanea no Brasil.
AC: Anticorpos
IFM-y: Interferon gama
IL-18: Interleucing 10
ausancia
+ Presenca : + leve; ++ moderada; +++ intensa; ++++ Muito intensa

Fonte: Brasil, 2013.
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3.1.1 Diagnéstico

O diagnéstico de leismaniose é clinico, epidemiolégico e laboratorial por nao
existir um método de deteccao e diagnédstico de infeccao por Leishmania que possa
ser empregado como padrao-ouro (REIS, 2008). Contudo, o diagndstico conclusivo
depende da deteccdo de parasitas, ou de seus produtos, em tecidos ou fluidos
biolégicos do hospedeiro. (KAR 1995; BRITO, 2004).

Fatores como a qualidade do equipamento e dos insumos utilizados, o tempo
de evolucao das lesdes, as formas clinicas e as diferentes espécies de Leishmania
envolvidas podem interferir na sensibilidade de cada método diagnéstico. A Figura 5
apresenta o conjunto de exames (parasitolégicos, imunoldgicos e moleculares) que
constituem a base para o diagnéstico laboratorial da leishmaniose em seres
humanos (BRASIL, 2013).

Figura 5 Organograma com os grupos de exames laboratoriais empregados no diagnostico
da Leishmaniose Tegumentar Americana.

Diagnostico da LTA

Clinico e Laboratorial

Epidemioldgico / l \
................. . J R T ———
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: Parasitoldgico it Imunelégico i Molecular
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- Pesquisa direta - IDRM - PCR

- Isolamento em cultura - ELISA

- Inoculacdo em animais - Western blot

-IFl
- Citometria de fluxo

Fonte: Oliveira, 2011.

Os exames parasitoldégicos podem ser através da demonstracdo direta do
parasito, Isolamento em cultivo in vitro (meios de cultivo) e Isolamento in vivo

(inoculagdes animais). A presenca de anticorpos especificos durante a infecgdo de
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Leishmania tem possibilitado o desenvolvimento de testes sorolégicos. Assim, a
sorologia pode contribuir com outros grupos de exames na avaliacao de cura ou de
previsao de recorréncia para LTA. Dentre os exames imunoldgicos, tem-se o Teste
intradérmico conhecido como Intradermoreacdo de Montenegro (IDRM) que se
fundamenta na visualizacdo da resposta de hipersensibilidade celular retardada. Os
testes sorolégicos detectam anticorpos anti-Leishmania circulantes no soro dos
pacientes com titulos geralmente baixos. A técnica de ELISA (Ensaio Imuno
Enzimatico) ainda néo esta disponivel comercialmente, devendo ter seu uso restrito
a pesquisa. Nas lesdes ulceradas por L. (V.) braziliensis a sensibilidade da IF| esta
em torno de 70% no primeiro ano da doenca. A imunofluorescéncia pode contribuir
para o diagnéstico de LTA, podendo ser associada a IDRM ou técnicas
parasitolégicas, no diagnéstico diferencial com outras doencas, especialmente nos
casos sem demonstracdo de qualquer agente etiolégico. No grupo de exames
moleculares, a reacdo em cadeia polimerase - PCR é pouco utilizada na rotina
diagnéstica, sendo bastante empregada na area da pesquisa (KUBAR, 2005;
BRASIL, 2013).

Nesse sentido, pesquisas tém sido direcionadas visando a obtencdo de um
diagndéstico precoce e eficiente. Rocha et al. (2002, 2006) descreveram um método
de diagndstico por citometria de fluxo para deteccao de anticorpos anti-formas de L.
(V.) braziliensis. Esta técnica permite uma andlise quantitativa de células em
suspensao, além de ser rapida e objetiva (NAKAGE, 2005).

Entretanto, apesar dos avancos, ainda sdo descritos problemas de reacoes
cruzadas com outras doencas, devido alguns antigenos do parasita possuirem
epitopos compartilhados por patdégenos, dentre outros. Por isso, métodos com niveis
mais adequados de sensibilidade e especificidade sado desejaveis. Como uma
estratégia visando desenvolver testes soroldgicos especificos para leishmaniose, os
genes codificados por alguns parasitas foram isolados, visando obter moléculas
recombinantes adequadas para diagnosticos sorolégicos (BRITO, 2001).
Atualmente, as técnicas sorolégicas que utilizam peptideos recombinantes contendo
epitopos especificos do parasito, obtidos através de clonagem génica, tém sido alvo
de pesquisas para métodos diagnésticos, tal como o teste imunocromatografico,
conhecido como teste rapido que utiliza a proteina recombinante (rK39) de
Leishmania chagasi, complexo donovani-especifico, que pesquisa anticorpos contra
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uma proteina da regido quinase chamada de K39. A detecc¢éo de anticorpos contra a
K39 indica LV em atividade (DOURADO, 2007).

No presente estudo é testada uma metodologia original inédita que utiliza
bioconjugados de pontos quéanticos de CdTe com antimunoglobulinas G em
imunoensaios soroldgicos para deteccao de leismaniose tegumentar americana, por

meio de FLISA, IFI e citometria de fluxo.

3.2 Pontos quanticos

Os pontos quéanticos (PQ) consistem em nanocristais fluorescentes de
materiais semicondutores, com dimensdes na faixa de 1 a 10 nm, em regime de
confinamento quéntico tridimensional. Devido as suas dimensfes reduzidas, estes
materiais sélidos cristalinos possuem seus estados eletrénicos representados pelas
bandas de energia - banda de valéncia (BV) e a banda de conducgéo (BC) - oriundas
da natureza ondulatéria dos elétrons (e) nos cristais, apresentando diferenca
energética proximos ou menores do que as dimensdes do raio de Bohr do seu
éxciton (CHAVES, 2006) (Figura 6).

Figura 6. Representagdo da formagdo de um éxciton ligado num material semicondutor
durante interagdo com luz (hv). Um elétron (e’) é excitado para a banda de condugéo deixando para
tras uma vacancia positiva (h+) na banda de valéncia.

Banda de Conducio

\o/

éxciton

ho 'ﬁ}
\

Banda de Valéncia
Fonte: Chaves, 2011.

A separacao dos estados energéticos em bandas permitidas e proibidas deve-
se ao efeito do potencial peridédico sobre a distribuicdo energética dos e livres. A
diferenca de energia que separa a banda de valéncia (BV), que apresenta menor
energia e equivale aos orbitais ligantes, da banda de conducéo (BC), que equivale
aos orbitais antiligantes e possui nivel energético superior € denominada band gap
(Eg). Assim, estas bandas sdo separadas energeticamente pelo Eg, regidao proibida,

na qual nenhum elétron de valéncia pode transitar. Neste caso, € necesséario o
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fornecimento de um valor minimo de energia que ultrapasse a barreira energética
(Eg) para que e nos ultimos niveis energéticos da BV seja promovido para a BC,
deixando estados naquela que se comportam como portadores de carga elétrica
positiva, conhecidos como buracos. O aumento da temperatura do sistema, bem
como a existéncia de uma radiacao incidente podem fornecer a energia necessaria
ao processo (CHAVES, 2006; DRBOHLAVOVA, 2009).

A acao de um campo externo sobre os e da BC e os buracos na BV produz
corrente elétrica que possibilita a mudanca dos estados dos e possibilitando a
formagdo de pares elétron-buraco (vacédncia) denominados de éxcitons,
proporcionando a formacao um estado ligado (MORRINSON, 1976; SCHMID, 2004),
conforme esquema apresentado na Figura 6.

Devido a este elevado confinamento ocorre o processo de recombinagao
excitbnica, podendo originar fluorescéncia na regido visivel do espectro
eletromagnético (BALLOU, 2004). Essa fluorescéncia apresentada pelos PQ decorre
do processo de dissipagcdo de energia por decaimento radiativo, descrito
anteriormente.

Entretanto, devido ao éxciton possuir um tempo de vida muito curto, na ordem
de poucos nanosegundos, seu decaimento energético para a BV pode ocorrer
através de um processo denominado de recombinacdo excitbnica, gerando luz
(decaimento radiativo). Os modos de dissipacdo do excesso de energia podem ser
também por meio de transferéncia para a rede cristalina na forma de energia
vibracional (decaimento n&o radiativo) (SCHMID, 2004; DRBOHLAVOVA, 2009).

No estado fundamental (T = 0 K), ha varias bandas cheias com e em um
material cristalino. As propriedades de conducdo desse cristal sdo refletidas
diretamente pelo preenchimento ou ndo da ultima banda. De modo que, o material é
isolante (Eg >4 eV) quando a ultima banda esta preenchida por completo. Enquanto,
o material é condutor quando ela estiver preenchida parcialmente. Todavia, os
sélidos cristalinos sao caracterizados por uma BV cheia e uma BC vazia, além de
um Eg relativamente pequeno de aproximadamente 3 eV ou menor (REZENDE,
2004), no estado fundamental, quando a temperatura ambiente. Nestas condicdes,
os materiais apresentam condutividade significativa intermediaria entre a dos
isolantes e dos condutores, sendo denominados de semicondutores. Exemplos
desses materiais sdo 0s compostos binarios (IV-IV, -V, [I-VI), terciarios e
quaternarios que apresentam propriedades elétricas e dpticas de interesse. Destaca-
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se a classe de compostos binarios do tipo II-VI, constituidos pelos elementos da
familia VIA (calcogénios) e IIB (metais de transicao) da tabela periddica (ORTON,
2004), tendo em vista que abrange o ponto quantico utilizado neste trabalho.

Devido a suas dimensdes reduzidas comparadas ao de um mesmo material
em escala macroscépica, os PQ apresentam alteracdes significativas em suas
propriedades fisico-quimicas. Nestes sistemas, é possivel modificar as propriedades
Opticas, através da manipulacdo da estrutura, da composicao quimica e, em especial
do tamanho. Isto permite a emissao de fluorescéncia em diferentes comprimentos de
onda do espectro eletromagnético visivel (SANTOS, 2007), devido as diferencas
entre os estados energéticos presentes nas duas bandas que variam segundo o
tamanho dos PQ. De maneira que, a diferenca de energia entre as bandas sera
tanto maior, quanto menor for o tamanho do nanocristal. Assim, enquanto as
particulas menores tendem a fluorescer em regides mais energéticas, proximas ao
azul, aquelas que possuem dimensdes maiores geralmente exibirdo fluorescéncia
nas regides menos energéticas, proximas ao vermelho, conforme pode ser
observado na Figura 7 B.

Os PQ vem sendo empregados em diversas aplicagcbes como: diodos e
lasers, células solares, detectores, dispositivos de telecomunicagdo e, mais
recentemente como biomarcadores fluorescentes (SANTOS, 2008). A partir dos
trabalhos publicados por Alivisatos e Nie (1998) relatando o emprego de ligantes
conjugados com os PQ, estes nanomarcadores tem sido alvo de pesquisas voltadas
para a area bioanalitica e de metodologias diagndsticas desde a década de 90
(MICHALET, 2005; MEDINTZ, 2005; BRUCHEZ, 2007).

O crescente interesse é justificado por uma série de vantagens apresentadas
pelos PQ quando comparados ao fluoréforos convencionais, marcadores biolégicos
mais vendidos comercialmente. Dentre as quais podemos citar: (i) alto deslocamento
Stokes (Fig. 7A); (ii) largo espectro de excitagao e estreito espectro de emissao (Fig.
3A); (iii) baixa toxicidade; (iv) elevada fotoestabilidade; (v) emissdo em diversos
comprimentos de onda para um mesmo material, por meio da manipulacdo do
tamanho da particula (Fig 7B); (vi) marcacdo multipla simultdnea de diversos
componentes e estruturas celulares em células vivas ou fixadas; (vii) os resultados
podem ser obtidos com reduzido tempo de incubacédo da ordem de alguns minutos,
além das (viii) superficie ativa possibilitando conjugacéo a biomoléculas (BRUCHEZ,
2007). A Figura 7 exemplifica algumas destas vantagens.
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Figura 7. A. Espectros de absor¢cao e emissdo do fluoréforo organico FITC comparado aos
pontos quanticos (PQ) de Seleneto de Cadmio (CdSe) de uma suspensao. B. PQ de CdSe/ZnS e
Telureto de Cadmio (CdTe) apresentando diferentes comprimentos de onda de emisséo, sintonizados
através da variacao de tamanho dos nanocristais.
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Fonte: Adaptado de Chaves (2006).

O desenvolvimento da nanotecnologia, através do advento dos pontos
guanticos como uma nova classe de fluoroéforos tem permitido a pesquisa de novos
métodos de deteccdo, tendo em vista as vantagens que apresenta frente ao
fluor6foros organicos convencionais (Fig. 7A) (Alivisatos, 2003; Murphy, 2002;
Niemeyer, 2001), sugerindo que os PQ podem ser marcadores em potencial para
imunoensaios fluorescentes. (Goldman, Medintz, & Mattoussi, 2006). Nesse sentido,
ensaios imunofluorescentes (FLISA) empregando materiais fluorescentes tem
superado as desvantagens do ELISA. PQ podem simplificar a performance do
imunoensaio, facilitando a automacéao, detectando maior quantidade de amostras,
permitindo a diminuicdo do tempo gasto em sua realizacdo, entre outros.
Imunoensaios empregando PQ vem sendo desenvolvidos por diversos grupos de
pesquisa para analise de analitos e residuos de drogas veterinarias (Chen et al.,
2009; Shen et al., 2007), célera, toxina, ricina, toxina Shiga-1 e enterotoxina B de
estafilococos (Goldman et al., 2004), micotoxinas (Zhang et al. 2014). Tully, Hearty,
Leonard, & O’Kennedy (2006) tem desenvolvido anticorpos monoclonais conjugados
com PQ-Anti-Internalina A para imunomarcacao de Listeria monocytogenes.

Os PQ podem ser obtidos por dois métodos, o top down e o bottom up. O
primeiro ocorre pela reducao das dimensdes (ablacdo) de um cristal pré-existente,
enquanto o segundo é uma técnica de crescimento controlado dos nanocristais em
meio coloidal, a partir de atomos ou moléculas empregados que sao ligados
qguimicamente. As rotas organometélicas, primeiras a serem utilizadas na obtengéo
de PQ (década de 80 e 90), apresentam diversas desvantagens se comparadas as

metodologias baseadas na preparacao por quimica coloidal em meio aquoso. Dentre
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as desvantagens dos sistemas organometalicos, podemos citar: emprego de
solventes organicos, insolubilidade em meio aquoso, incompatibilidade com
sistemas bioldgicos, utilizacdo de compostos piroféricos e custo elevado. Diante do
exposto, as rotas em meio aquoso, tornaram-se alternativas promissoras,
principalmente devido a sua compatibilidade direta para aplicagdes biol6gicas
(SANTOS, 2007; CHAVES, 2008).

De uma forma geral, os nanocristais de materiais semicondutores obtidos em

sinteses coloidais seguem as seguintes etapas:

1) Formacdo dos complexos/associagcdes entre os cations metalicos e
moléculas contendo grupamentos capazes de se associar aos cations e continuar
associados a superficie das nanoparticulas finais (chamados agentes
estabilizantes);

2) Formacdo dos nucleos de cristalizagdo entre os cations metélicos e os
anions calcogenetos;

3) Crescimento destes nucleos em solugao produzindo cristais nanométricos,
através do consumo dos agentes precursores residuais em suspensao. Este
crescimento pode ser feito através da manutencdo do sistema reacional em
refluxo por um tempo prolongado a uma temperatura suficiente para garantir o
processo;

4) Apbs a producdo dos nanocristais, a fluorescéncia dos sistemas pode
apresentar baixa eficiéncia devido a presenca de defeitos cristalinos de superficie
associados a ligacbes nao-compartilihadas, que resultam em novos niveis
eletrébnicos capazes de armadilhar os elétrons disponiveis para gerar a
fluorescéncia. Neste caso torna-se necessaria a inducdo do crescimento de
monocamadas de um material capaz de minimizar os defeitos. Na maioria dos
casos utiliza-se a deposicdo de camadas de um semicondutor de natureza
semelhante ao PQ preparado, mas de maior bandgap, induzindo a producao de
fluorescéncia pelo processo primario de recombinacgao elétrons-buraco na propria
particula. A utilizacdo de estabilizante contendo grupos tidis pode induzir a
formagdo de monocamadas de um semicondutor com estas caracteristicas,
através da incorporacdo dos ions sulfeto na vacancia dos calcogenetos na
presenca em excesso do cation metalico no meio reacional. Este processo é
conhecido como passivacao e resulta numa estrutura denominada de nucleo-
casca (core-shell) (SANTOS, 2008).



33

Outra etapa importante necessaria para o emprego do PQ como fluor6foros
em sistemas biol6gicos é a funcionalizacdo que consiste na incorporacdo de
moléculas organicas na superficie dos PQ. As referidas moléculas permitem
interacdes quimicas entre o sistema inorganico e o material de origem bioldgica,
promovendo o acoplamento entre eles. Em geral, sobretudo em preparacées em
meio aquoso, 0 agente estabilizante ja faz o papel de funcionalizante. Um esquema
representativo de um material tipo ndcleo-casca funcionalizado para aplicagao
biolégica encontra-se representado na Figura 8.

Figura 8. Esquema de um bioconjugado tipico empregando ponto quéntico tipo core-shell.

Ponto quantico
(core-shell)

agente

il functionalizante

molécula alvo

bioconjugada ‘

2-10 nm
Fonte: Fontes, 2012.

Algumas substancias possuem a capacidade de atuar tanto como agentes
passivantes quanto funcionalizantes, como acido mercaptoacético, &cido
mercaptopropidnico, acido mercaptosuccinico, cisteina, cisteamina, dentre outros.
Isto possibilita que, nos procedimentos de obtencdo dos PQ em que se emprega
algum desses agentes que possuem essa dupla acdo, a passivagcao e
funcionalizacao sejam realizadas em uma Unica etapa.

Ressalta-se que os PQ do tipo II-VI de Telureto de Cadmio (CdTe) utilizados
neste trabalho foram obtidos pelo método bottom up, baseado em quimica coloidal.

3.3 Bioconjugacao

Posteriormente a obtencdo de PQ funcionalizados, faz-se necesséario a
realizacdo da etapa denominada de bioconjugagdo. Esta consiste em ligar
quimicamente duas ou mais moléculas por uma ligacdo covalente, promovendo a

formacao de um complexo que combina as caracteristicas dos componentes
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individuais. Além disso, os bioconjugados obtidos podem atuar como agentes
modificadores de superficies solidas, farmacos, da estrutura nativa e das funcées de
acidos nucléicos, oligonucleotideos, acucares, polissacarideos, peptideos, proteinas,
entre outros (CHAN, 1998; MEDINTZ, 2005; HERMANSON, 2008).

Diante do que foi supracitado, a bioconjugagcao proporciona a obtencédo de
biomoléculas conjugadas ou modificadas que tem sido aplicadas com sucesso em
diversas areas, tais como: desenvolvimento de metodologias diagndsticas, deteccao
ultra-sensivel, localizacdo de componentes celulares especificos e purificacao
(HERMANSON, 2008).

Esse processo envolve agentes de acoplamento que possuem 0s
grupamentos reativos que irdo atuar em grupos funcionais especificos presentes na
molécula alvo a ser modificada e que constituem o alvo na reacdo, podendo ser
aminas primarias, sulfidrilas, carboxilatos, entre outros.

Podem-se empregar diferentes agentes de acoplamento e mecanismos de
reacdo, a depender das moléculas de origem biolégica (biomolécula) e sistemas
inorganicos ou organicos envolvidos (MEDINTZ, 2005). Nesse processo as fungoes
caracteristicas do sistema biol6gico e do material organico ou inorganico devem ser
mantidas, ndo devendo ocorrer desnaturacées, modificacées estruturais irreversiveis
ou alteragcées quimicas na biomolécula empregada (CHAN, 1998; MAMEDOVA,
2001).

Além disso, a selecao do agente deve ser baseada em critérios, tais como:
solubilidade em agua, reatividade espontdnea, afinidade quimica com o0s
grupamentos presentes no sistema de origem inorganica ou organica,
especificidade para um grupo funcional em particular disponivel na molécula alvo,
conhecimento do mecanismo basico pelo qual o grupamento reativo interage com o
grupo funcional alvo, condicbes reacionais, compatibilidade da reacdo com a
aplicacao e definicdo da estequiometria reacional ideal (CHAN, 1998; MAMEDOVA,
2001; HERMANSON, 2008). Portanto, é imprescindivel a compreensao da estrutura
da molécula alvo, visando obter subsidios para uma escolha adequada dos agentes
e, consequentemente, obtencado de um processo de bioconjugacao bem sucedido.

Assim, considerando-se o grupamento carboxilato presente nos PQ de CdTe
utilizados neste trabalho, serdo destacados os agentes de comprimento zero, em
especial as carbodiimidas, agentes empregados no processo de interacdo entre os

grupamentos carboxilatos e as aminas primarias oriundas de uma molécula proteica.
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3.3.1 Agentes de Comprimento Zero

Os reagentes que promovem a ligacdo entre duas moléculas, sem formar um
composto adicional entre os dois sistemas sao conhecidos como agentes de
comprimento zero (HERMANSON, 2008). Eles promovem a ligacdo covalente direta
entre os grupamentos quimicos de duas moléculas, sem que ocorra a formacao de
um ligante adicional ou espacamento entre o0s dois compostos, eliminando
consideravelmente a reatividade cruzada. Por isso, podem ser considerados uma
alternativa frente aos convencionais que promovem a adicao de um composto entre
as duas estruturas (ULRICH, 2007; HERMANSON, 2008).

As carbodiimidas, as hidroxisuccinimidas e as maleidoimidas sdo os agentes
de acoplamento mais empregados em processos de bioconjugacdo. Eles
possibilitam a conjugacédo de biomoléculas aminadas a compostos que contenham
grupamentos fosfatos ou carboxilatos, através da obtengao de trés tipos de ligacoes:
(i) fosforamidato - intermediada pela reacdo entre um grupo fosfato e uma amina
primaria; (i) amida - via condensacdo de uma amina primaria com um &cido
carboxilico e (iii) aminacao redutiva - entre uma amina primaria ou secundaria ligada
a aldeido (NAKAJIMA, 1995; MAMEDOVA, 2001; HERMANSON, 2008).

Em relacdo ao rendimento da reacao, este ira depender exclusivamente do
reagente empregado e da aplicacdo desejada, podendo ser realizadas em meio
aquoso ou organico, de modo que todas as reacdes mencionadas anteriormente
apresentam um bom rendimento (NAKAJIMA, 1995; MAMEDOVA, 2001;
HERMANSON, 2008).

3.3.1.1 Carbodiimidas

As carbodiimidas podem ser consideradas formalmente como diimidas
derivadas do didéxido de carbono ou anidridos de uréias 1,3-substituidas (YRAZO,
2001). Além de constituir a Unica classe de compostos organicos reativos que tem a
estrutura heterocumuleno R-N=C=N-R. Elas promovem a formacao de ligacdes
covalentes do tipo amida, por ativar grupamentos carboxilatos ou fosfatos, os quais
podem interagir com aminas primarias presentes em inumeros compostos de origem

bioldgica e mediar a formacéao de ligacbes amida ou fosforamidato, respectivamente.
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E importante ressaltar que independentemente do tipo de carbodiimida empregada,
ocorrera a formacgéo do intermediario altamente reativo o-acilisouréia que promove o
ataque da amina nucledfila no grupamento carbonila do éster formado, resultando na
formagdo da ligagdo amida (ULRICH, 2007; HERMANSON, 2008), conforme
representado no esquema da Figura 3.3. Contudo, moléculas de oxigénio presentes
podem atuar como nucledfilos (OH’), competindo com o0s grupamentos amina de
interesse. Isto ocorre porque nos processos de bioconjugacdo em solucdes
aquosas, no qual a maior reacao de competicdo é a hidrélise da agua, os nucleofilos
clivam o éster intermediario reativo, formando uma isouréia e regenerando o grupo
carboxilato.

Eles sdao amplamente empregados em processos biotecnoldgicos, por causa
da capacidade de formar conjugados entre duas proteinas, entre peptideos e
proteinas, e entre uma biomolécula e um sistema inorgénico biocompativel
(HERMANSON, 2008), sendo esta ultima aplicagdo o foco deste trabalho. Para
essa finalidade, empregou-se uma carbodiimida hidrossoluvel.

Os dois tipos basicos de carbodiimidas sdo as soluveis em meio organico e as
hidrossoluveis. As primeiras sdo bastante empregadas em sintese peptidica e na
obtencdo de conjugados que envolvem moléculas sollveis em meio organico.
Enquanto as Ultimas sdo as mais empregadas em conjugacdes de proteinas e
demais macromoléculas de origem biologica. Os subprodutos das reacdoes desses
agentes, principalmente as isouréias, possuem boa solubilidade no meio reacional, o
que proporciona uma maior facilidade no processo de purificacdo dos conjugados
por dialise ou filtracdo a gel, por exemplo (ULRICH, 2007; HERMANSON, 2008).

O reagente mais empregado na conjugacdo de compostos que possuem
grupos carboxilicos e/ou aminas é o EDC ou EDAC [Cloreto de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropril) carbodiimida] (Figura 9), uma carbodiimida alifatica N-
substituida hidrossolivel com massa molar de 191,7 g.mol'. O EDC promove a
formacao de uma ligacdo amida, de carater covalente, entre a molécula contendo
amina e o grupo carboxilato.

Figura 9. Férmula actrituiral dn Ielaratn de 1-atil-2-(R-dimatilaminopropil) carbodiimida (EDC).
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Atualmente, em processos de bioconjugacdo que envolvem compostos
inorganicos biocompativeis, tais como PQ e complexos de ions terras raras, o éster
Sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinimida) tem sido bastante empregado em conjunto
com o EDC (ULRICH, 2007). O Sulfo-NHS (Figura 10) € um aditivo de acoplamento,
constituido por um grupo reativo hidrofilico que interage rapidamente com aminas
em moléculas alvo e permite o aumento da estabilidade e solubilidade do
intermediario reativo o-acilisouréia, durante o processo de acoplamento via EDC. Ele
também promove a interagdo entre aminas primarias e o seu intermediario reativo
formando ligagées amida (ULRICH, 2007; HERMANSON, 2008).

Figura 10. Estrutura quimica da N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS).

4

O EDC promove a interagdo entre os grupamentos amina na albumina e os
grupamentos carboxilatos da superficie dos PQ CdTe/CdS (Figura 11).

Trabalhos indicam que a ativagdo do grupo carboxilato € promovido mais
efetivamente com o EDC no pH entre 3,5 - 4,5. Todavia, um maior rendimento da
ligacdo amida € obtido em meio reacional étimo no intervalo de pH entre 4 e 6
Nakajima e Ikada (1995).

Figura 11. Esquema do processo reacional do grupo carboxilato presente nos pontos quéanticos (PQ)
de CdTe estabilizados com acido mercaptosuccinico, via EDC e Sulfo-NHS, com a amina primaria da
proteina antimunoglobulina G (Anti-lgG) na formagéao da ligagdo amida
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Preparacao de suspensoes de pontos quanticos de CdTe empregando o

acido mercaptosuccinico como agente estabilizante

Nos protocolos de preparacdo em meio aquoso de nanoparticulas de CdTe
empregou-se como agente estabilizante/funcionalizante o acido mercaptosuccinico
(AMS), baseado em procedimentos ja descritos na literatura (YU, 2013; WANG,
2008). A figura 12 apresenta a formula estrutural do agente
estabilizante/funcionalizante empregado.

A preparacao foi realizada em meio aquoso (agua ultrapura desionizada),
processada em atmosfera inerte de nitrogénio grau 4.0 com reagentes sem

nenhuma purificagdo adicional.

Figura 12. Formula estrutural do agente estabilizante/funcionalizante empregado no
processo de preparacao dos pontos quanticos de CdTe com acido mercaptosuccinico.

Um esquema geral do procedimento empregado na obtencdo de suspensdes
coloidais de CdTe em meio aquoso, utilizando como agente
estabilizante/funcionalizante MAS é apresentado na Figura 13.

Suspensdes de PQ de CdTe empregando MSA foi preparada na proporcéao
Cd?*:Te?:Estabilizante de 1:0,5:3. Numa preparacio tipica adicionou-se em um
baldo 1 x 10 * mol do Telurio elementar (Te® (pd, 200 mesh, 99,8%, Aldrich) com
400 uL de solugdo de hidroxido de sédio (NaOH) 1 mol.L' e 3,8 x 10 mol de
borohidreto de sédio (NaBH4) (Venpure AF granules, 98+%, Sigma-Aldrich) como
agente redutor, obtendo-se uma solucdo fonte de ions telureto (Te?) — tellrio
reduzido, sob temperatura de 70°C. Posteriormente, em outro baldo contendo 6 x 10
4 mol de AMS (97%, Aldrich) e 2 x 10* mol de Cd?* proveniente de perclorato de
cadmio - Cd(ClO4)2 .6H20 (99%, Sigma-Aldrich) solubilizados em agua e com pH
ajustado para 10,5 com NaOH 1 mol.L', adicionou-se a solugédo de ions Te?. Em
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seguida, o sistema foi submetido a aquecimento (90°C) sob refluxo e agitacao
constante por 2 horas (BRASIL, 2014).

Figura 13. Esquema geral do procedimento de obtencdo de suspensdes coloidais aquosas de
nanocristais de Telureto de Cadmio (CdTe) estabilizados com acido mercaptosuccinico.
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4.2 Bioconjugacao de nanocristais de CdTe/AMS com Anti-lgG humana

Inicialmente na metodologia empregada, os PQ foram submetidos a um
processo de purificacdo, através de dispositivos de ultrafiltracdo por forga centrifuga
(Thermo Scientific, pierce concentrator 20MWCOQO), a 2000 rpm por 3 minutos, com
trés repeticoes. Posteriormente, o pH da aliquota foi ajustado para 5,6 com solugcéao
de MSA 0,5 mol.L". Pesou-se 0,0004 g de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) (98%, Sigma-Aldrich) e 0,0011 g de N-
hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS) (98%, Sigma-Aldrich) (Ver Figuras 3.4 e 3.5)
para cada 1 mL do PQ a ser utilizado e solubilizou-se em agua, obtendo-se as
concentragodes finais de aproximadamente 2 mmol.L-" e 5 mmol.L"!, respectivamente.
Em seguida, a amostra foi submetida a agitacdo orbital por 15 minutos em
temperatura ambiente para promover a ativacdo dos grupamentos carboxilicos
presentes na superficie dos PQ. Apéds, realizou-se uma centrifugacdo com a amostra
utilizando dispositivo de ultrafiltracdo (Thermo Scientific, pierce concentrator
20MWCO) para eliminar EDC e Sulfo-NHS residual. O pH dos PQ ativados e
purificados foi ajustado para 7,2 com PBS 1X (pH=7,2).

Preparou-se bioconjugados com diferentes anticorpos secundarios, Anti-IgG
humanas produzidas em caprinos [Anti-Human IgG (H+L), F(ab’)2 fragment, highly
cross adsorbed antibody produced in goat (Sigma Aldrich)] e [Anti-Human IgG (H+L),
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highly cross adsorbed antibody produced in goat (Sigma Aldrich)], ambos na
concentragdo de 1mg/mL, por meio da adicdo de volume suficiente de PQ de
CdTe/AMS ativados e purificados mais 50 ou 100 pL de Anti-lgG (1 mg/mL) para
cada 1 mL de conjugado obtido. Deixou-se a amostra overnight em refrigerador (2-8
°C) para reagir. Depois, adicionou-se para cada 1mL do conjugado 0,0012 g de
tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) (ultra puro, Amresco) por 1h sob agitacdo
orbital em temperatura ambiente para o bloqueio, obtendo-se concentracao final de
TRIS de 10 mmol.L". Os conjugados CdTe/AMS — Anti IgG foram empregados em
immunodiagndésticos para LTA humana.

4.3. Caracterizacao dos nanocristais fluorescentes de CdTe/AMS e dos
bioconjugados CdTe-Anti-IgG

As propriedades Opticas das suspensodes coloidais dos PQ de CdTe com AMS
e dos conjugados CdTe-Anti-lgG foram analisadas por espectroscopias de absorcao
empregando-se o espectrofotobmetro UV-Vis Thermo Scientific (modelo Evolution
600), e de excitacdo e emissao no fluorimetro Perkin Elmer (modelo LS 55).

Estimou-se o tamanho dos nanocristais fluorescentes de CdTe, baseado na
interpolagdo numa curva empirica de crescimento dos PQ, descrito na literatura por
Dagtepe e colaboradores (DAGTEPE, 2007) (Eq 1):

D = 1.38435 — 0.000662
1—- 0001214

onde D = diametro dos PQ de CdTe
A = comprimento de onda (nm) do maximo de absorcdo caracteristico da

transicao excitbnica 1S-1S

A partir da relacao empirica desenvolvida por Yu e colaboradores (YU, 2003),
estimou-se a concentracdo dos PQ empregando-se a relacdo de Lambert-Beer (Eq.
2), onde o coeficiente de extincao molar (¢) dos PQ de CdTe foi estimado pela (Eq.
3):

A=tcCl
(2)

Onde: A é a absorbancia no primeiro maximo de absorcao,
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C é a concentracdo em mol.L",
L € a distancia percorrida pela luz (cubeta com caminho 6ptico de 1 cm) e

£ € o coeficiente de correlagdo tendo como unidade L.mol"-cm™'.

= 2,12
e= 10043 x (D) 3)
Onde: D é o diametro dos PQ de CdTe

Na caracterizagdo estrutural dos nanocristais fluorescentes de CdTe
empregou-se a difratometria de raios-X (DRX) e microscopia eletrbnica de
transmissdo (MET).

Submeteu-se a amostra de PQ obtidos a um processo de precipitacdo, no
qual foi utilizado 4&lcool isopropilico absoluto (P.A., Dindmica). Em seguida,
centrifugou-se a 4000 rpm por 5 minutos, visando a analise de DRX com varredura
20 = 20° - 609, radiagdo incidente Kacu= 1,544 A e filtro de Niquel num difratémeto
(Siemens Nixford D5000), obtendo-se o difratograma do CdTe/AMS. O célculo
tedrico da estimativa do didmetro médio dos nanocristais de CdTe obtidos foi
realizado por meio da equagéo de Scherrer (Eq. 4):

D (A] =(0,9 x A) / (B x cosB) (4)

Onde: D é o diametro médio das particulas em A,
A Comprimento de onda da radiago incidente (Ka=1,5406 A),
B € a largura do pico de difracdo mais intenso a meia altura em radianos e

6 é 0 angulo do pico mais intenso.

Na MET depositou-se goticulas da suspensao concentrada de CdTe/AMS em
uma tela de cobre (200 mesh) revestida com filme fino de carbono. Em seguida,
deixou-se secar a amostra na grade. A andlise para fornecer informacdes sobre a
morfologia, o tamanho médio e a dispersdao dos PQ obtidos foi realizada em
microscépio fabricado pela Jeol, modelo 200CX, com tensao de 200 KV e resolugéo
de ponto 0,38 nm.
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Determinou-se a carga superficial dos nanocristais fluorecentes de CdTe e do
bioconjugado, por meio da obtencado do potencial zeta ({) das amostras analisadas
em equipamento Malvern (modelo ZetaSizer Nano ZS90).

A analise dos conjugados obtidos foi realizada por método de deteccao semi-
quantitativo da intensidade de fluorescéncia em microplacas negras de poliestireno
como fase soélida(CARVALHO et al., 2014), em anexos, baseada nas interacdes
eletrostaticas entre o polimero que as recobre e os residuos hidrofébicos presentes
nas proteinas, conforme esquemas exibidos nas Figuras 14 e 15.

Sensibilizou-se microplacas negras de poliestireno de 2 area contendo 96
pocos (2 Area Plate 96F Black, volume maximo 200 uL, Perkin Elmer) com
amostras em triplicata de: Branco (vazio), Controle (sem PQ), Anti-IgG (0,05 mg/
mL), CdTe/AMS e CdTe-Anti-IgG. Adicionou-se o volume de 50 uL de cada amostra
por poco e incubou-se a placa por 2 h a temperatura ambiente sob agitacdo orbital.
Posteriormente, os pocos foram lavados 3 vezes com tampao fosfato salino (PBS)
1X — Tween (0,05%) com o volume de 180 uL por poco. Apds, colocou-se as
microplacas em leitor por fluorescéncia (Perkin Elmer -modelo Victor 2 Wallac) que
foram submetidas a leituras com os filtros de excitacdo (F 355 nm) e de emissao (F
595 nm), com 15.000 cW de intensidade da lampada, 1 s.

As intensidades de fluorescéncias obtidas foram utilizadas para calcular a
média e o erro padrdo da média das amostras analisadas. Em seguida, obteve-se o
percentual da fluorescéncia relativa — FLr (%), por meio dos valores da
fluorescéncia (FL) de controles e bioconjugados, conforme Equacéao 5 a seguir:

FLret = FL Bioconjugado - FL controle/ FL controle x 100%. (5)

Figura 14. Esquema do método empregado para andlise do conjugado CdTe-Anti-IgG.
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O resultado foi considerado positivo se a FLrwl (%) foi igual ou superior a
100%, e negativo se inferior a 100% (CARVALHO et al. 2014).

Em seguida, objetivando-se avaliar a atividade bioldégica da Anti-lgG nos
conjugados com nanocristais fluorescentes de CdTe, realizou-se ensaio, conforme
demonstrado na Figura 15.

Pipetou-se 4 pL da IgG humana (IgG from human serum reagent grade —
Sigma Aldrich) na concentragdo de 2 mg/ mL e adicionou-se 1996 uL de PBS 1X (pH
7,2). A solugao da IgG completa obtida (0,08 ug/uL) foi empregada para sensibilizar
as microplacas de 2 area de poliestireno, por meio da adigdo de 50 uL por poco,
totalizando 4 ug de lgG/pogo e outros pocos foram sensibilizados com albumina
sérica bovina (BSA) [Bovine Serum Albumin lyophilized powder, 298% (agarose gel
electrophoresis), Essentially fatty acid free, essentially globulin free (Sigma-Aldrich)]
a 4%, como controle de possivel interacdo inespecifica. Ambos foram incubados
entre 2-8°C overnight. Apés, efetuou-se a lavagem dos pocos com PBS 1X por trés
vezes. Em seguida, os pog¢os sensibilizados com IgG foram bloqueados com 180 uL
de BSA 1% overnight de 2—8°C. Posteriormente, realizou-se nova etapa de lavagens
com PBS 1X por trés vezes e incubou-se 50 pL do bioconjugado obtido na
concentragdo de 0,05 mg/mL e deixou-se overnight de 2 — 8 °C.Por ultimo, lavou-se
0s pocos com PBS 1X trés vezes e procedeu-se a leitura dos pogos no leitor de
microplacas empregando-se 0s mesmos parametros mencionados anteriormente no

equipamento. Os ensaios foram realizados no minimo em triplicata.

Figura 15. Visualizacdo esquematica a nivel molecular da preparacdo da microplaca de
poliestireno (A) e do ensaio realizado para avaliagdo da atividade biolégica dos
bioconjugados CdTe-Anti-lgG obtidos (B) e da especificidade (C).
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4.4 Avaliacao dos bioconjugados obtidos como insumo em imunodiagnosticos
para LTA

Os ensaios sorolégicos para analisar o desempenho do bioconjugado como
insumo em diagnédstico de LTA foram realizados em colaboracdo com a Dr? Maria
Edileuza Felinto Brito do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes (CPgAM)/
Fundacao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), empregando amostras de soro da soroteca da
FIOCRUZ e antigenos, por meio de projeto com registro no CAAE sob n°.
0038.0.095.000-07, aprovado em parecer emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa
do CPqAM/FIOCRUZ sob n®. 054/2007 (Anexo 1).

As formas promastigotas do parasita utilizadas nos ensaios foram da cepa L.
braziliensis (MHOM/BR/75/M-2903), mantida in vitro no laboratério de
imunoparasitologia do Departamento de Imunologia do Instituto Aggeu Magalhaes —
FIOCRUZ, Recife-PE. As células foram disponibilizadas pela pesquisadora Regina
Célia Bressan Queiroz de Figueiredo do CPqAM/ FIOCRUZ.

A obtencao das fracdes antigénicas soluvel e insoluvel dos parasitas partiu de
promastigotas em fase de crescimento exponencial sedimentados por centrifugacao
a 3000 x g por 15 minutos a 4 °C e lavados trés vezes em PBS pH 7,2 estocados a -
70 °C. Descongelou-se e ressuspendeu-se 0s parasitas em agua destilada contendo
inibidores de proteases e foram lisados por ultrasonicacdo. Centrifugou-se o lisado
protéico a 10.000 x g durante o periodo de 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
recentrifugado a 100.000 x g por 60 minutos a 4 °C, obtendo-se assim as fracoes
protéicas soluvel (sobrenadante) que compreende predominantemente proteinas
citoplasmaticas e a insolluvel (“pellet”) que contém as proteinas associadas a
membranas. A concentracdo protéica de aproximadamente 0,85 ug/ pL apos dialise
do antigeno soluvel fornecido foi determinado pelo método de Bradford (1976),
modificado por Read & Northcote (1981) (BRITO, 1998).

4.4.1 Ensaio imunofluorescente baseado em quantum dots (PQ-FLISA) indireto
Empregou-se o bioconjugado CdTe-Anti-lgG como insumo em ensaio

sorolégico inovador PQ-FLISA indireto para o diagnéstico de LTA, conforme
apresentado na Figura 16.
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Figura 16. Esquema geral de ensaio imunofluorescente baseado em quantum dots (PQ-
FLISA) indireto empregando conjugado de nanocristais fluorescente de Telureto de cadmio.
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Realizou-se protocolo adaptado de Brito (1998), conforme descrito a seguir.
Sensibilizou-se microplacas negras de poliestireno de 2 area contendo 96 poc¢os (V2
Area Plate 96F Black, volume maximo 200 uL, Perkin Elmer) com 5 ug por poco do
antigeno soluvel de L. braziliensis diluido em tampao carbonato/bicarbonato pH 9,6.
Adicionou-se 50 uL em cada poco e deixou-se “overnight” de 2-8°C. Posteriormente,
lavou-se os pocos com 180 pL de PBS 1X — Tween 20 (0,05%) trés vezes, seguidos
de PBS 1X duas vezes. Realizou-se a etapa de bloqueio, na qual foi empregado 100
ML de BSA 1% diluido em agua ultrapura por 2 horas a temperatura ambiente. Os
pocos foram lavados com 180 pyL de PBS 1X (pH 7,2) — Tween 20 (0,05%) trés
vezes, seguidos de PBS 1X duas vezes. Descartou-se o excesso da placa. Incubou-
se em camara umida 50 uL por poco do primeiro anticorpo (soro de paciente) diluido
em PBS-Tween 20 (0,05%) titulo 1:100, durante 1 hora a 37°C. Lavou-se 0s pogos
com 180 pL de PBS 1X — Tween 20 (0,05%) trés vezes, seguidos de PBS 1X duas
vezes. O excesso da placa foi retirado Apos, 0 segundo anticorpo (conjugado Anti-
IgG-humana-CdTe) foi incubado em camara umida com 50 pL por poco, diluidos em
PBS 1X titulo 1:20, durante 1 hora a a 37°C. Os pocos foram lavados com 180 uL de
PBS 1X — Tween 20 (0,05%) trés vezes, seguidos de PBS 1X duas vezes. Retirou-
se 0 excesso da placa que foi levada para realizacao da leitura dos pocos no leitor
de micriplacas. Empregou-se os filtros F355 e F595 e demais parametros ja
mencionados.

Calculou-se o ponto de corte baseado na média da intensidade de
fluorescéncia dos valores das anélises de soro negativo, por meio da Equacgéo 6 a

sequir:

Ponto de corte = Média da intensidade das amostras negativas + 2 x desvio padrao

(6)
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A razao (Rcpinc) entre as amostras controles positivos (CP) e negativos (CN)
foi calculada em termos de intensidade de fluorescéncia detectada, assim como em

relagao a Fluorescéncia Relativa apresentada frente ao controle (branco).

4.4.2 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Inicialmente, recobriu-se laminulas redondas (170 um de espessura e 1.525
de indice de refracdo, 13 mm de diametro) com poli-L-Lisina (PLL) por 15 minutos a
temperatura ambiente. Apés, retirou-se o excesso de PLL com papel de filtro. Em
seguida, as laminulas foram inseridas em placa de 24 pocos com a superficie
recoberta voltada para cima. A cultura de células de formas promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis foram coletadas e lavadas 3x em PBS 100mM.
Centrifugou-se as células a 3500 rpm por 8 min nas lavagens. Por fim, concentrou-
se as células em um volume menor de solucdo fixadora de paraformaldeido (PFA)
4% em PBS 100 mM (pH = 7,2), recém-preparada. Deixou-se overnight a 4°C.

Posteriormente, efetuou-se a lavagem das células com PBS 100 mM trés
vezes, concentrando-as em um volume menor. Pingou-se gotas de células,
aproximadamente 125 uL da suspenséo de célula em cada laminula, cobrindo-as.
Seguiu-se com o emprego da solucao de lavagem PBS 10mM com Glicina 20 mM, 2
vezes por 5 minutos, a temperatura ambiente. Depois, o bloqueio foi realizado com a
solugdo de PBS 10 mM com Glicina 20 mM e BSA 2%, durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Incubou-se os parasitas fixados na laminula com amostra de
soros positivos e negativos para LTA diluidos (1:20) na solugdo de PBS 100 mM a
37°C em estufa com controle de umidade por 60 minutos. Os controles (parasita,
parasita + PQ e teste sem soro + conjugados) foram incubados na solugdo de
incubacgéo. Procedeu-se a lavagem com a solucdo de PBS 10mM com Gilicina 20
mM, 2 vezes por 5 minutos, a temperatura ambiente. Apéds, lavou-se com solucéo de
bloqueio, 2 vezes por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, incubou-se
as laminulas fixadas com promastigotas + amostras com os conjugados CdTe/AMS-
Anti-IgG Fab2 [50 ng/mL] e CdTe/AMS-Anti-IgG completa [100 ng/mL]. Deixou-se em
incubacao a 37°C por 45 minutos. Lavou-se com PBS 100mM, por 2 vezes durante 5
minutos. Verteu-se a laminula em uma gota de meio de montagem préprio para
fluorescéncia (Prolong. Gold). Levou-se as laminulas para andlise por Microscopia
Confocal (equipamento Leica SPII-AOBS), na qual empregou-se excitagdo em 488
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nm e emissdo em 595 nm. Empregou-se 0s mesmos parametros na andlise das
amostras. De acordo com Oliveira (2011) e Rocha et al. (2002), considerou-se as
amostras empregadas na reacao IFI com titulo 1:20 nao reagentes como negativas e
as reagentes como positivas.

A Figura 17 apresenta esquema ilustrativo de interacdo entre o antigeno da
forma promastigota com anticorpo da amostra de soro, seguida de interacao por
anticorpo secundario conjugado a PQ de CdTe como biosensor fluorescente,

relacionado ao imunoensaios IFI e citometria de fluxo.

Figura 17. Esquema da Imunofluorescéncia indireta de promastigotas de Leishmania (V.)
braziliensis realizada com conjugado entre nanocristais fluorescentes de Telureto de cadmio
preparado com acido mercaptosuccinico (CdTe/AMS) e anticorpos secundarios,
antiimunoglobulinas G (Anti-IgG).

Anticorpo
primario

- Conjugado
CdTe/AMS-Anti-lgG

Promastigota de L. (V) braziliensis

4.4.3 Citometria de fluxo

Realizou-se ensaio de citometria de fluxo adaptado de Oliveira (2011) e
Rocha et. al. (2002), visando pesquisar anticorpos anti-formas promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis. Inicialmente, incubou-se overnight a 4°C 50 pL por pogo
das diluicbes 1:64, 1:128, 1:256, 1:512, 1:1024, 1:2048, 1:4096 e 1:8192 de
amostras de soro positivas e negativas para LTA em placas de 96 pocos, fundo em
“U” (FALCON). Em seguida, adicionou-se aos pocos a suspensao de parasitas (5 x
108/ poco) e deixou-se a 37°C, durante 30 minutos na presenca das diferentes
diluicbes das amostras empregadas. Posteriormente, lavou-se duas vezes com 150
UL de PBS-10% Soro Fetal Bovino (SFB) por meio de centrifugacao a 2000 rpm por
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7 minutos, a temperatura ambiente. Apéds, a placa foi colocada em vortex por 2 min
e incubou-se a Anti-IgG humana conjugada aos nanocristais fluorescentes de CdTe
em PBS com os parasitas, ressuspendendo as amostras em cada poco. A
representacao geral da interacdo antigeno-anticorpo deste imunoensaio encontra-se
na Figura 17. Depois, fixou-se os parasitas com paraformaldeido 1% por 30 minutos
a temperatura ambiente antes de serem analisados no citbmetro de fluxo
(FACScalibur — Becton Dickinson). As leituras das amostras foram realizadas num
periodo maximo de 4 horas apos a fixacao dos parasitos. Realizou-se a identificacao
por meio do software “Cell Quest Pro” interligado ao equipamento. Selecionou-se a
populacdo celular de interesse e ajustou-se os parametros de tamanho e
granulosidade na escala Log, de modo a identificar o parasito em graficos do tipo
FSC (tamanho) x SSC (granulosidade). Analisou-se a populacado selecionada e
obteve-se informagdées quanto ao tamanho, granulosidade e intensidade de
fluorescéncia relativa a partir de 20.000 parasitas para cada amostra individual.
Empregou-se na analise o detector de FL-2 que capta luz de comprimento de onda =
570 nm, correspondente a fluorescéncia laranja. Os resultados foram expressos sob
a forma de percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP) observados para
cada amostra individual em relagdo ao controle do conjugado (CC). Empregou-se
como ponte de corte %PPFP > 20% para considerar o ensaio positivo, baseando-se
em Oliveira (2011), Carvalho Neta (2006) e Martins-Filho (1995).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Consideracoes sobre a preparacao coloidal de PQ de CdTe/AMS

Prepararam-se os PQ de CdTe em suspensdes coloidais aquosas
estabilizados com AMS baseando-se em metodologias de obtengdo em meio
aquoso descritas na literatura (ZHU, 2013; YU, 2013; YING, 2008; WANG, 2008).
Dos varios estabilizantes observados na literatura (por exemplo, acido
mercaptoacético, acido mercaptopropidnico, a cisteina) o acido mercaptosuccinico
apresenta em sua estrutura dois grupamentos carboxilicos com valores distintos de
pKcooH (pKcoont = 3,30 e pKcoonz = 4,94) que confere maior carga superficial aos
PQ de CdTe/AMS e maior quantidade de grupamentos carboxilicos superficiais
disponiveis para a posterior bioconjugacdo através da formacado de ligacdes
covalentes com as aminas protéicas em reacdes de acoplamento via EDC/Sulfo-
NHS. A desprotonacdo dos grupamentos sulfidrilas (SH) do estabilizante realizada
na preparacao dos PQ ocorre pelo ajuste do pH para 10,5. Este valor encontra-se
acima do pKa do grupamento -SH (pKa = 10,94), proporcionando no meio reacional
maior quantidade do agente estabilizante sob a forma ionizada (BRASIL JR.,2014).
Ainda outra vantagem, o AMS pode ser utilizado em procedimentos experimentais
em meios alcalinos ou levemente acidos na faixa de pH de 5,0 a 8,0 sem sofrer
alteragdes significativas na estabilidade e fluorescéncia, proporcionando robustez ao
material. Isto se deve a forte interagédo das sulfidrilas com os ions Cd?* presentes na
superficie do PQ, pela carga superficial e pelo efeito estérico da cadeia carbénica.
Desta forma, este estabilizante favorece o emprego dos PQ de CdTe/AMS em
reacdes de bioconjugacao via EDC e Sulfo-NHS na faixa de pH preferencial de 5,0-
6,0 na etapa de ativacdo do material para o acoplamento (ZHU, 2013; YING, 2008;
HERMANSON, 2008).

Todas as reacdes foram realizadas em meio inerte para a retirada do oxigénio
molecular (O2) dissolvido no meio (Figura 18). Especial cuidado deve-se ter para
evitar que o Telurio, altamente propenso a reagir com o oxigénio presente no meio,
oxide formando seu respectivo 6xido, ou ainda, que ion Te? retorne a seu estado
elementar (GAPONIK, 2002).

A formacao dos nanocristais resulta da rapida formacao de mondémeros de

CdTe complexados aos anions do acido mercaptosuccinico e solvatados pela agua,



50

etapa denominada nucleacdao. Em seguida, a reacdo subseqliiente dos monémeros
promove um lento crescimento dos PQ (DATGEPE, 2007) até a exaustdo dos
precursores presentes.

O sistema coloidal apresenta coloracdo vermelho-alaranjado com maior ou
menor intensidade, como demonstrado na Figura 18.

As suspensdes preparadas apresentaram-se estaveis por um periodo
superior a um ano de sua obtencao quando mantidas entre 4-10°C e na auséncia de
luz direta. A estabilidade foi evidenciada observando-se 0s seguintes aspectos
fisico-quimicos:

(1) auséncia de alteracao de coloracao;
(2) auséncia de separacao de fase e
(3) manutencao da fluorescéncia caracteristica do sistema.

Figura 18. Fotografia da montagem reacional utilizada na obtencdo de pontos quénticos de CdTe
realizado em atmosfera inerte e sob refluxo e atmosfera inerte (N2) (A); formando suspensido de

nanocristais com coloragéo vermelho-castanho (B).

5.2 Caracterizacao Estrutural dos PQ de CdTe/AMS

O potencial zeta (§) obtido para os PQ de CdTe/AMS em pH 7,2 foi de & = -27
mV. Esta carga negativa é esperada e estd relacionado as cargas negativas
presentes na superficie dos PQ devido aos grupamentos carboxilicos desprotonados
do acido mercaptosuccinico. Quanto maior a carga de superficie, maior em modulo
sera o valor do potencial zeta e menor sera a frequéncia de interacées entre os PQ,
0 que contribui para a estabilidade por retardar o processo de amadurecimento de

Ostwald (PONS, 2006) que pode levar a desestabilizacdo do sistema coloidal. Em
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relacdo a caracterizacdo estrutural dos PQ de CdTe/AMS, um difratograma
representativo de raios-X de p6 caracteristico da referida amostra € mostrado na
Figura 19.

A analise do padrao de difracdo de Raios-X dos PQ (Figura 19) na forma de
pd mostrou uma baixa deteccado de planos cristalinos, (ZHU, 2013; WANG, 2012)
observou-se picos alargados, caracteristicos de materiais de dimensdes
nanomeétricas demonstrando um reduzido fenémeno de difracdo coerente.

Confirmou-se por meio de comparacdo com dados da biblioteca
cristalografica JCPDS (N° 65-1046) que os picos de difracdo 206 = 24,5°; 40,5° e
47,2° do material analisado podem ser atribuidos aos planos (111), (220) e (311),
respectivamente, correspondentes ao sistema cubico blenda de zinco do CdTe bulk.
Utilizando-se a Eq de Scherrer (Secao 4.3) estimou-se o diametro médio (d) dos PQ
de CdTe/AMS em aproximadamente d = 3 nm.

Figura 19. Difratograma de Raios-X de p6 da amostra de nanocristais fluorescentes de CdTe
preparado com o agente estabilizante acido mercaptosuccinico.
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Uma micrografia representativa dos PQ de CdTe/AMS é exibida na Figura 20.
Observou-se regides mais elétron densas representativas dos pequenos
aglomerados de nanocristais fluorescentes de CdTe/AMS, apresentando dimensdes
e formatos variaveis, alguns com tamanho proximo a 3 nm, corroborando a
estimativa de tamanho obtida pela andlise de DRX. Além disso, os planos atémicos
podem ser visualizados na imagem, indicando a estrutura cristalina do material

analisado.
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Figura 20. Microscopia eletrénica de transmissao representativa de nanocristais de CdTe preparados
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5.3 Caracterizacdo Optica dos nanocristais fluorescentes de CdTe/AMS e dos
bioconjugados CdTe-Anti-IgG

A Figura 21 apresenta a suspensao de PQ de CdTe/AMS, sob luz direta (A) e
sob a incidéncia de luz ultravioleta (A = 365 nm) (B). Os espectros de absorcdo e
emissao eletrénica destes sistemas estao apresentados na Figura 22.

Figura 21. Imagem representativa da suspensédo de CdTe/AMS sob luz direta (A) e sob excitagédo por
lampada UV (A = 365 nm) apresentando fluorescéncia amarelo-laranja (B).

O tamanho e a concentragdo dos PQ de CdTe/AMS obtidos foram estimados
através da espectroscopia de absorcao UV-vis.

Estimou-se o tamanho dos PQ das amostras das suspensdes por meio da
equacao apresentada por Datgepe (2007) (Secéo 4.3) como sendo em torno de d =
2,95 nm, corroborando a estimativa através da difratometria de Raios-X. Em
seguida, a concentracao das suspensdes de PQ de CdTe com AMS foi calculada
por meio da lei de Lambert-Beer aplicada as suspensdes de nanocristais de CdTe
(YU, 2003). O valor experimental do trabalho de Yu et al (2003) foi ajustado em uma
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funcdo empirica do tamanho dos nanocristais de CdTe expresso através do célculo
da absortividade molar do sistema (g), permitindo a obtencdo do valore = 1,1 x 10°
L.mol'.cm™. A partir deste, calculou-se a estimativa da concentragido da suspenséo
de CdTe/AMS que foi em torno de 1,5 x 10 mol.L!, considerando a absorgcéo de A
= 0,138 em A = 538 nm do primeiro maximo de absor¢cao no espectro obtido. Assim,
o nimero de particulas de nanocristais (Nc) estimado foi de Nc =9 x 10 PQ.mL".

Em estudos realizados (YU, 2003), nao foi detectada a influencia de métodos
sintéticos, ligantes de superficie ou solventes nos valores de € dos PQ. De modo
gue, nanocristais com o0 mesmo tamanho e composicao inorgéanica, sintetizados por
diferentes métodos parecem indistinguiveis experimentalmente.

A Figura 22 mostra o espectro de emissao eletrbnica (A = 365 nm) da
suspensao coloidal de CdTe/AMS, na qual destaca-se o comprimento de onda
maximo de emissdao em A = 599 nm, na regido do laranja na regiao do visivel do
espectro eletromagnético. Obteve-se uma largura de banda a meia altura (Full Width
at Half Maximum — FWHM) para emissao da suspenséo de CdTe/AMS em torno de
FWHM = 55 nm. Segundo Ying (2008), nanocristais fluorescentes de
semicondutores 1I-VI com baixa concentracdo de defeitos superficiais apresentam
FWHM na faixa de 30 a 50 nm. Assim, sugere-se que os PQ obtidos apresentam
uma quantidade de defeitos superficiais proximo ao intervalo aceitavel, de modo a

nao comprometer a seu perfil de fluorescéncia.

Figura 22. Espectros de absorcio e emissao representativos da suspensao de pontos quanticos de
CdTe/AMS obtidos (Aexc = 365 nm).
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A Figura 23 é uma fotografia representativa de sistemas contendo uma
suspensao do anticorpo secundario empregado e do bioconjugado Anti-lgG-CdTe
obtido observado sob luz direta e sob excitacdo UV (A= 365 nm). Os conjugados
permaneceram limpidos e fluorescentes, durante todo o tempo de sua obtencao e
utilizacdo, avaliados por periodo de 50 dias, sendo empregados nos ensaios
imunodiagnosticos para deteccdo de leishmaniose. O processo de conjugacao
utilizado proporcionou a manutengédo da atividade da proteina e a fluorescéncia e
estabilidade dos PQ de CdTe/AMS, conforme resultados descritos neste capitulo.

Os espectros de absorcdo e emissao do bioconjugado obtido Anti-lgG-CdTe
encontram-se exibidos na Figura 24. Realizou-se a andlise comparativa dos
espectros de absorcdo e emissao eletrbnica (Aexc = 365 nm) da suspensao coloidal
de CdTe/AMS e do conjugado Anti-lgG-CdTe. Observando-se o perfil de
fluorescéncia constatou-se que o material nanométrico nao sofreu alteracao
significativa no processo de conjugacdo, mantendo as propriedades opticas. Tendo
em vista a manutencdo dos FWMH, comprimento de onda e consequentemente do
tipo de fluorescéncia emitida.

Figura 23. Imagem representativa da antiimunoglobulina G isolada (a esquerda) e do conjugado Anti-
lgG-CdTe (a direita) sem excitagao (A) e as mesmas amostras quando excitadas (A = 365 nm) por
lampada UV (B) com o bioconjugado apresentando fluorescéncia no laranja.

No processo realizado de conjugacao, ultrafiltrou-se as suspensdes de PQ a
serem utilizados para minimizar os residuos da sintese, bem como apds sua
ativagdo via EDC e Sulfo-NHS, visando remover as moléculas dos agentes de
acoplamento empregados na reacéo. Estas em contato com a anti-imunoglobulinas
G poderiam ativar seus grupos carboxilicos, ocasionando a polimerizagcdo da
referida proteina (BRASIL JR., 2014; HERMANSON, 2008). Empregou-se o
reagente TRIS que possui uma amina primaria em sua estrutura na etapa de
bloqueio na reagado de conjugacao final para reagir com os PQ ativados livres, isto é,

aqueles que nao formaram ligacdo amida com o anticorpo. Estes poderiam ligar-se
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indesejadamente a outras proteinas, tais como as empregadas em bloqueios de

imunoensaios, ocasionando interagdes inespecificas e resultados alterados.

Figura 24. Espectros de absor¢cdo e emissdo comparativos das amostras da suspenséo de pontos
quénticos de CdTe/AMS e do conjugado CdTe/AMS-Anti-lgG (Aexc = 365 nm).
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O potencial zeta dos bioconjugados foi observado como sendo & = -22,5 mV,
apresentando uma discreta diminuigdo com relagdo ao valor dos PQ (§ = -27 mV).
Este valor continua satisfatério para a manutencao da estabilidade dos sistemas. A
pequena reducdo decorre provavelmente da diminuicdo dos grupamentos
carboxilatos na superficie das particulas apdés a reagdo de conjugacdo com a

proteina.

5.4. Avaliacao dos bioconjugados obtidos como insumo em
imunodiagnodsticos para LTA

Analisou-se 0s conjugados preparados e sua atividade caracteristica apds o
processo reacional, por meio da intensidade de fluorescéncia das amostras,
empregando-se o0 método proposto no artigo (CARVALHO et al, 2014) em anexo,
obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 1.

Apés diversos testes realizados, ajustou-se os procedimentos até a obtencgao
do protocolo final descrito. Na detec¢édo da fluorescéncia nas amostras analisadas, o
filtro de emissdao F595 apresentou o melhor resultado para os nanocristais
empregados de CdTe/AMS fluorescentes no laranja.
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Tabela 1. Resultado das leituras realizadas nos ensaios de detecgdo semi-quantitativa de
fluorescéncia em microplacas obtidos para os conjugados CdTe/AMS-Anti-IgG e controles.

Média da intensidade Média dos controles FL
Amostras (cps) % erro padrao (cps) * erro padrdo rel
ot At (%)
da média da média
Poco vazio 218 £ 35
CdTe/AMS 183 £ 11
Anti-IgG 195 £ 6
Controles 196G 302 £ 22 267 £ 31 -
CdTe/AMS-Anti-IgG 325 £ 56
BSA 4% + CdTe/AMS-Anti-IgG 380 + 18
IgG + CdTe/AMS-Anti-IgG 1226 £ 76 - 359

Ainda, constatou-se que a quantidade de lavagens apés a ultima etapa de
incubagédo com o conjugado influenciou na detec¢ao da fluorescéncia obtida, na qual
observou-se em geral uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia a cada
lavagem.

O procedimento adotado proporcionou bioconjugados com um aumento de
359% na emissao (Tabela 1), considerando a média da intensidade de fluorescéncia
dos controles empregados de 267 cps, por meio do calculo da fluorescéncia relativa
(FLre1) pela equagéao 5 (Segéao 4.3).

O resultado obtido foi indicativo tanto da obtencao do conjugado quanto da
manutencdo da atividade biolégica do anticorpo secundario e da fluorescéncia do
ponto quantico.

Desta forma, o método empregado conseguiu detectar satisfatoriamente a
interacdo do conjugado com a IgG aderida a superficie dos pogcos da microplaca.
Isto permitiu a aplicacdo e avaliagdo do conjugado obtido como marcador em
ensaios diagnosticos descritos a seguir.

5.4.1 Ensaio imunofluorescente indireto baseado em pontos quanticos (PQ-
FLISA)

Analisou-se os conjugados preparados e sua atividade caracteristica ap6s o
processo reacional, por meio da intensidade de fluorescéncia das amostras,
empregando-se o método proposto no artigo (CARVALHO et al, 2014) em apéndice,
conforme secéo 4.4.1, obtendo-se os resultados apresentados na Tabela 2.

Em relagcdo ao controle branco, a amostra positiva exibiu em média um
aumento de 7,5 vezes, enquanto que a negativa apresentou um aumento em torno
de 1,5 vezes. Ainda, a razdo (Rcricn) entre as intensidades de fluorescéncia (cps)

detectadas para as amostras controles positivas (CP) e negativas (CN) foi de 4,5.
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Tabela 2. Resultado do ensaio imunofluorescente baseado em pontos quéanticos indireto
para Leishmaniose Tegumentar Americana.

Média da intensidade Média das amostras
Amostras (cps) % erro padrao (cps) * erro padrao FLrer (%)
da média da média
Branco 1533 £ 277 - -
Negativa 1 1121 £ 135
Negativa 2 3979 £ 77 2550 £1429 66
Positiva 1 10565 + 3931
Positiva 2 12410 = 4504 11488 & 923 649

Branco = antigeno solavel L. (v.) braziliensis + diluente + CdTe/AMS-Anti-IgG
Negativa = antigeno soluvel L. (v.) braziliensis + soro negativo + CdTe/AMS-Anti-IgG
Positiva = antigeno solavel L. (v.) braziliensis + soro positivo + CdTe/AMS-Anti-IgG
FLei(%) = Percentagem de fluorescéncia relativa

As amostras positivas e negativas apresentaram FLrei de 649% e 66% (Tabela
2), respectivamente, em relagdo ao controle branco. Todavia, as positivas
apresentaram uma fluorescéncia relativa diferencial de 583% quando comparada as
negativas, sendo este um aumento significativo para a analise de amostras
reagentes e nao reagentes.

Empregando-se a equacao 6 (secao 4.4.1), o limiar de reatividade ou ponto
de corte calculado para o ensaio sorolégico FLISA-PQ para LTA realizado foi de
6592 cps de intensidade de fluorescéncia. Constatou-se que os valores obtidos nos
testes para as amostras negativas e positivas atenderam ao valor de referéncia (cut-
off) estabelecido, demonstrando nesses testes preliminares uma capacidade de
discriminar entre individuos infectados e nao infectados.

Apesar da amostra negativa ter proporcionado deteccdo de consideravel
intensidade de fluorescéncia, devido a interacdes inespecificas. Este fato pode estar
relacionado a necessidade de purificar o conjugado por meio de outras técnicas que
contribuiam para a obtengdo de um melhor rendimento da atividade do marcador
COmo iNsumo em imunoensaios.

Os valores observados para a FLri(%) do bioconjugado CdTe/AMS-anti-IgG
para as amostras positivas corrobora com a maior afinidade esperada da IgG anti-
formas promastigotas de L. (V.) braziliensis com o antigeno solUvel da referida
espécie aderida a superficie dos pocos da microplaca. Desse modo, os conjugados
empregados conseguiram detectar e diferenciar a referida imunoglobulina.

Sugere-se que o erro da média elevado entre as leituras pode ser devido a
interferéncias pré-analiticas nao fisiolégicas como transporte, armazenamento e
manipulagdo das amostras, bem como por interferéncias analiticas como pipetagem
inexata das amostras controle e padrées com pipetas automaticas nao calibradas,
agitacao ou lavagem impropria das amostras, equipamentos desajustados ou com
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defeitos, alteracdes de temperatura e/ou tempo nas fases dos processos analiticos,
dentre outros (MOTTA, 2009). Dessa forma, constatou-se a necessidade da
otimizacdo dos ensaios em relagdo a parametros, tais como concentracdo de
antigeno, titulacdo do anticorpo primario, diluicdo do conjugado, dentre outras

condicdes para a realizacdo dos imunoensaios.

5.4.2 Imunofluorescéncia indireta (IFI)

Uma vantagem da técnica empregada comparada a imunofluorescéncia é a
alta sensibilidade e maior amplificacdo do sinal devido a maior quantidade de
anticorpos secundarios que podem ligar-se ao primario. Ainda, seu relativo baixo
custo de obtencéo frente geralmente ao maior gasto e dificuldade na obtencao de
conjugados marcados diretos a anticorpos primarios especificos, quando estes estao
indisponiveis comercialmente (KUMAR et. al., 2009).

Por meio das imagens de microscopia confocal apresentadas na Figura 25,
observou-se que o protocolo empregado na IFlI promoveu a marcacdo das
promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis. Nao se observou fluorescéncia nas
imagens dos controles dos parasitos, indicando que nao houve autofluorescéncia.
Observou-se a deteccao de fluorescéncia nas imagens das amostras dos parasitas
com soro positivo e bioconjugado. Entretando, estas amostras apresentaram um
padrao de marcacéo diferente. O bioconjugado preparado com o fragmento Fab2 do
Ac (Figura 25 E) marcaram todo o citoplasma do parasita, ndo sendo visualizada
marcacao de nucleo. No entanto, o conjugado obtido com a Anti-lgG completa
(Figura 25 D) promoveu uma marcacao especifica da membrana plasmatica e
flagelo, apresentado pouca fluorescéncia interna no citoplasma da célula. Ainda,
pode-se observar uma maior intensidade de marcacdo na membrana plasmatica
quando comparado com a marcagao da membrana no flagelo (Figura 26).

Constatou-se para amostra na qual empregou-se o conjugado CdTe/AMS-
Anti-lgG Fab2 uma emissao de fluorescéncia na regido do azul cuja intensidade
depende da amplitude da janela de detecgdo da emisséao, exibida na Figura 27, além

da emissao no verde mostrada na Figura 25 E, atreladas as excitagées empregadas.
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Figura 25. Imunofluorescéncia indireta de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis
marcadas com conjugados CdTe/AMS-Anti-IgG completa (D) e fragmento Fab, (E1 € Ez) em
microscopia confocal, comparadas as amostras controles de leishmania com CdTe/AMS (A),
do conjugado (B) e da nao reagente, negativa (C). Excitacdo em 488 nm.

Leishmania + CdTe/AMS

Leishmania + controle CdTe /AMS-Anti_IgG

Leishmania + Soro negative +
CdTe/AMS-Anti_IgG

Leishmania + Sore positivo +
CdTe/AMS-Anti_IgG completa

Leishmania + Soro positive +
cdTe/AMS-Anti_IgG Fab,
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Imunoensaios podem sofrer interferéncias por diversos fatores ou substancias
que modifiquem a concentracdo do analito a ser determinado ou que alterem a
ligacdo do anticorpo. Geralmente, ensaios que fazem uso de agentes de bloqueios
neutralizam ou inibem o interferente, exibindo baixa prevaléncia de interferéncias.
Entretanto, em imunoensaios novos e ndo testados é frequente a obtencdo de
interagGes inespecificas elevadas (TATE e WARD, 2004). Nesse sentido, realizou-se
etapas de bloqueio no procedimento, visando evitar ou minimizar a reatividade
cruzada.

O processo de fixagdo realizado impediu a ocorréncia do mecanismo de
endocitose do marcador pelo parasita leishmania (GOMES, 2011; KITAKURA,
2011). Todavia, a utilizacdo de componentes quimicos para fixar as células
objetivando estabilizar lipideos e proteinas pode ocasionar a formacao de poros e
consequentemente a entrada do marcador, processo dependente do tamanho
(JIANG, 2009; CHITHRANI, 2007; MEDINTZ, 2005).

Figura 26. (A) imunofluorescéncia indireta de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis marcadas
com conjugados CdTe/AMS-Anti-IgG completa e (B) imagem do contraste interferente diferencial (DIC
- differential interference contrast). Excitacdo em 488 nm.

Figura 27. Imunofluorescéncia indireta de promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis
marcada com o conjugado CdTe/AMS-Anti-IgG Fab. em microscopia confocal, apresentando
emissdo no azul. Excitagdo em 390 nm.

CH2 DIC Merge
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A emisséo de fluorescéncia dependente do tempo de incubacao foi relatada
por Santos et al. (2006) em marcacdao de células promastigotas de Leishmania
amazonensis in vitro empregando nanoparticulas de CdS/Cd(OH): funcionalizadas
com anions polifosfato e/ou moléculas de glutaraldeido que permitiu distinguir
organelas e estruturas. Todavia, em ambos 0s casos 0 processo ainda nao €
totalmente compreendido, fazendo-se necessario investigacdes futuras para
esclarecé-lo.

No estudo de Oliveira (2011), o ponto de corte do titulo 1:20 empregado para
o IFI demonstrou sensibilidade de 78% e especificidade de 85%. Contudo, o
procedimento adotado difere do realizado no presente trabalho, em especial em
relacdo as etapas de bloqueio visando aumentar a especificidade, passos nao
mencionados no protocolo do primeiro, bem como em relacdo ao equipamento
empregado para analise que foi em microscépio de fluorescéncia. A microscopia
confocal usada proporcionou vantagens, tais como melhor contraste e resolucao que
a microscopia de luz convencional, imagens multidimensionais e seccionamento
optico.

As amostras na diluicdo 1:20 que apresentaram fluorescéncia na membrana
dos parasitas mais intensa que o background observado na amostra ndo reagente
(negativa) foram consideradas positivas, conforme metodologia estabelecida no
laboratério de soroepidemiologia e imunologia do Instituto de Medicina Tropical de
Sao Paulo e adotado por Oliveira (2011). Contudo, outros trabalhos consideraram
positivos titulos > 40 (FERREIRA, 2006; SILVEIRA, 1999).

A autofluorescéncia das células ndo foi detectada nas imagens pela
microscopia confocal (imagens ndo mostradas). Ainda, nas amostras ndo reagentes
(controle do conjugado e soro negativo para LTA) foi observado pela anélise no
confocal pequena fluorescéncia indicativa de marcagéo diretamente no microscépio,
cuja luz emitida ou refletida nao foi significativa para ser detectada, transformada em
sinais elétricos pela fotomultiplicadora e visualizada nas imagens mostradas no
monitor do computador, ao se comparar com a fluorescéncia apresentada pelas
amostras positivas, reagentes, conforme exibido pelas imagens da Figura 27.

A fixacdo com paraformaldeido tem sido aplicada em procedimentos de
marcacao para antigenos intracelulares em algumas técnicas (PEREIRA, 2007).
Sugeriu-se que o processo de fixacao pode ter levado a permeabilizacdo da célula
em maior ou menor extensao. Desse modo, o conjugado CdTe/AMS-Anti-lgG Fab2
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de menor dimensao e peso molecular pode ter tido facilidade muito maior para entrar
e marcar o citoplasma na promastigota, mas incapaz de passar através do poros da
membrana nuclear, levando a ndo marcacdo nuclear, comparado ao conjugado
CdTe/AMS-Anti-lgG completa (Fabz + Fc), cuja marcacao foi mais concentrada a
nivel de membrana.

Outra hip6tese para justificar a diferenca observado na marcagcédo entre os
diferentes conjugados esta relacionada ao processo de sua obtencdao. No caso de
ocorrer um bloqueio insuficiente deixando PQ ativados livres ou o emprego de
menor concentracdo do anticorpo secundario na reacado levando a uma maior
formagéo de CdTe/AMS-TRIS, em ambos os casos n&o foram removidos da amostra
conjugada pelo protocolo realizado.

A técnica de IFI em microscopia confocal demonstrou ser uma ferramenta
importante na determinagcdo e Vvisualizacdo da distribuicdo de antigenos,
combinando alta sensibilidade e resolugdo no estudo das células (KUMAR et. al.,
2009).

5.4.3 Citometria de fluxo

O teste realizado sem paraformaldeido apresentou melhor resultado
comparado ao ensaio com PFA (dados ndo mostrados). Este apresentou maior
autofluorescéncia no controle de leishania, bem como nao foi possivel identificar
uma regiao de reatividade diferencial entre amostras reagentes e nao reagentes.

Os dados obtidos para os controles e amostras analisadas no experimento
sem parafarmaldeido foram expressos sob a forma de percentual de parasitos
fluorescentes positivos (PPFP), através do histograma da figura 28.

Os valores de PPFP para os controles e amostras obtidos nas
experimentacdes sem paraformaldeido estdo exibidos na Tabela 3.

Observou-se por meio da Figura 29 e Tabela 3 que o controle do conjugado
(CC) apresentou consideravel inespecificidade, bem como as amostras de soro
negativa (C-), consistiram em interferéncias analiticas no ensaio por citometria de
fluxo para andlise da reatividade de anticorpos anti-formas promastigotas de
Leishmania (V.) braziliensis. Isto se deve ao fato que a média em torno de 25% de

ligacédo inespecifica obtida para o controle interno da reacédo (CC) contrasta com o
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limiar de reatividade de no maximo 2% estabelecido em trabalhos na literatura
(OLIVEIRA, 2011; CARVALHO NETA, 2006).

Figura 28 Histograma representativo do percentual de parasitos fluorescentes positivos
(PPFP) submetidos a experimentacdo sem fixagdo em paraformaldeido obtidos para os
controles (CLE = controle de leishmania e CC = controle do conjugado) e em diferentes
diluicbes (D1 = 1:64 a D8 = 1:8192) para amostras de soro (+ = soro positivo e - = soro
negativo).
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Tabela 3 Histograma estatistico — Percentual de parasitos fluorescentes positivos (PPFP)

Amostras Teste sem paraformaldeido
CLe 3,2
CC 28,6
Soro Positivo (+) Negativo (-)
Titulacdo 1:64 59,03 31,10
Titulagdo 1:128 44,32 29,98
Titulacdo 1:256 36,27 29,58
Titulagdo 1:512 31,16 26,75
Titulagcdo 1:1024 31,04 29,12
Titulagdo 1:2048 29,78 28,39
Titulagdo 1:4096 26,08 26,46
Titulagdo 1:8192 25,68 26,16

CLe = Controle de Leishmania; CC = Controle do Conjugado.

Sugere-se que a inespecificidade identificada no ensaio pode estar sendo
ocasionada por alguns fatores, tais como pela ndo separacdao de possiveis PQ e
Anti-lgG livres do conjugado por método de purificacdo adequado, bloqueio
insuficiente do CdTe/AMS ativado (HERMANSON, 2008), além da ndo determinacao
da concentracdo 6tima do conjugado CdTe-Anti-IgG a ser empregada no ensaio
(TATE AND WARD, 2004).

Os testes individuais foram analisados em relagdo a inespecificidade do
controle do conjugado e que para isso foi subtraido a % PPFP referente ao CLE.
Assim, avaliou-se as diferentes diluicbes dos soros em relagcdo a reatividade

apresenta nos ensaios com e sem PFA, conforme apresentado na Tabela 4.



64

A fixagdo com aldeidos pode resultar em aumento nos niveis de
autofluorescéncia. No experimento observou-se um pequeno aumento. Segundo
BACALLAO et. al. (2006), isto pode ser minimizado pela utilizagdo de PBS com

0,1% de borohidreto de sédio na lavagem das células fixadas antes da incubacao

com o anticorpo.

Tabela 4. Avaliacao da reatividade dos ensaios em diferentes diluigbes das amostras

Ensaio

Teste sem paraformaldeido

Amostras de soro

Positivo (+)

Negativo (-)

Reatividade diferencial

(+)-()

Titulagdao 1:64

33,63

5,70

27,93

Titulagdo 1:128

18,92

4,58

14,34

Titulagdo 1:256

10,87

4,18

6,69

Titulagdo 1:512

4,41

1,35

3,06

Titulagdo 1:1024

5,64

3,72

1,92

Titulagdo 1:2048

1,39

2,99

-1,60

Titulagdo 1:4096

0,68

1,06

-0,38

Titulagdo 1:8192

0,28

0,76

-0,48

Em geral, verificou-se uma diminuicao na reatividade diferencial e no %PPFP
com o0 aumento da diluicdo do soro positivo.

Segundo Oliveira (2011), ao se considerar como ponto de corte PPFP > 20%
para considerar positivo o ensaio, apenas a diluicdo D1 do experimento sem PFA
atendeu ao referido parametro, segundo dados da Tabela 4 e histogramas da Figura
29. Os demais valores de PPFP ficaram restritos a uma regido de baixa reatividade,
isto é, negativos para o ensaio em citometria de fluxo, considerando os resultados
obtidos para os CC.

Figura 29 Histogramas individuais representando o percentual de parasitos fluorescentes
(PPFP) sem fixacdo em paraformaldeido obtidos com controle interno da reagédo (A),
incubados com soro negativo (B) e positivo (C) na titulacao 1:64.
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Carvalho Neta et al. (2006), empregou citometria de fluxo para deteccao de
anticorpos antiformas promastigotas fixadas de L. (L.) chagasi no diagndstico de
leishmaniose visceral canina, no qual a regido de reatividade diferencial foi na

diluicdo 1:1028 do soro, distinguindo 96% de caes reativos como positivos € 100%
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de caes nao reagentes como negativos. No entanto, a diluicdo obtida por Oliveira
(2011) capaz de distinguir pacientes com LTA antes e ap6s tratamento foi de 1:256,
através do emprego da citometria de fluxo por meio da pesquisa de anticorpos L.
(V.) braziliensis.

O experimento realizado demonstrou que o conjugado foi capaz de marcar o
parasita e ainda de conseguir identificar como regido de reatividade diferencial a
diluicdo 1:64 (diluicdo D1), tendo em vista que apresentou um aumento de 27,93%
de PPFP em relacdo ao teste com soro negativo e aos controles empregados.
Nesse sentido, o conjugado apresentou potencial inicial para estudos posteriores
visando a padronizagdo para seu emprego como insumo na técinica de citometria
em imunodiagnésticos.

Em todas as aplicagdes realizadas, conforme demonstrado no decorrer desta
apresentacao e discussao dos resultados, constatou-se a necessidade de realizar
ensaios de otimizacao dos procedimentos para cada uma das técnicas empregadas.
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6 - CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Durante a realizagao deste trabalho, obtiveram-se as conclusées a seguir:

» O protocolo de sintese para nanoparticulas de CdTe com o agente
estabilizante acido mercaptosuccinico empregado proporcionaram a obtencao
de nanoparticulas fluorescentes no laranja. Ap6s um ano de sua obtencgao, as
amostras apresentavam-se estaveis em meio coloidal, limpidas e

fluorescentes, indicativo de boa estabilidade do nanomarcador.

» O protocolo de conjugacao de CdTe/AMS com Anti-lgG via EDC/Sulfo-NHS e
a avaliacdo dos bioconjugados por meio da andlise de deteccdo de
intensidade de fluorescéncia proposto (CARVALHO et al, 2014)

proporcionaram resultados que confirmaram a obtengcédo dos conjugados.

» Os experimentos realizados por meio das técnicas de citometria de fluxo, IFl e
PQ-FLISA em imunodiagndstico para LTA demonstraram a capacidade dos
conjugados obtidos de CdTe/AMS-Anti-lgG em se ligar a imunoglobulinas G,

fornecendo resposta diferencial entre controles e amostras analisadas.

» Os resultados preliminares do emprego dos conjugados CdTe/AMS-Anti-IlgG
forneceram informacdes importantes sobre paradmetros iniciais dos
conjugados em aplicagcbes na area de diagndstico sorolégico contribuindo
para estudos futuros.

» O emprego do bioconjugado demonstrou viabilidade na pesquisa de IgG anti-
Leishmania nos ensaios soroldgicos realizados PQ-FLISA,IFI e citometria de

fluxo.
O trabalho desenvolvido tem como perspectivas:
» Purificar os bioconjugados, caracterizando-os, visando evitar e/ou minimizar

inespecificidade nas analises, bem como obter imunocomplexos baseados

em ligantes bioespecificos.



67

Realizar estudos para otimizar os parametros envolvidos no processo da

conjugacao e dos ensaios em imunodiagndstico utilizados.

Empregar o conjugado entre ponto quéantico e anticorpo secundario obtido
como um potencial insumo em diferentes sistemas e aplicacées biologicas,

atuando como marcadores fluorescentes especificos.

Desenvolver novos protocolos de conjugacdo de PQ de CdTe como
imunomarcadores a anticorpos antiimunoglobulina, empregando outros

agentes de acoplamento.

Obter colaboracdes para o fornecimento de células, antigenos e anticorpos
especificos, visando dar continuidade e aprofundamento ao trabalho de

pesquisa voltado ao diagnéstico de Leishmaniose Tegumentar Americana.

Desenvolver metodologia inovadora eficiente como alternativa em

imunodiagnostico empregando pontos quanticos.
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We present here a new and alternative method that uses a Fluorescence Plate Reader in a differ-
ent approach, not to study protein—protein interactions, but to evaluate the efficiency of the protein
bioconjugation to quantum dots (QDs). The method is based on the QDs’ native fluorescence and
was successfully tested by employing two different QDs-proteins conjugation methodologies, one
by promoting covalent binding and other by inducing adsorption processes (phenomena mainly
mediated by electrostatic and hydrophobic/hydrophilic interactions). For testing, we used bioconju-
gates between carboxyl coated CdTe QDs and bovine serum albumin, concanavalin A lectin and
anti-A antibody. Flow cytometry and fluorescence spectroscopy studies corroborated the results
found by the Fluorescence Plate Reader assay. This kind of analysis is important because poor
bioconjugation efficiency leads to unsuccessful applications of the fluorescent bioconjugates. We
believe that our method presents the possibility of perferming semi-quantitative and simultanecus
analysis of different samples with accuracy taking the advantage of the high sensitivity of optical
based measurements.
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1. INTRODUCTION surface atoms render a greater part of their structure,
compared to bulk crystals, they show intrinsic elec-
tronic defects that have to be overcome. This is usually
accomplished by chemically coating the nanocrystal core
with monolayers of a semiconductor that usually has a
higher bandgap, a process called passivation. These core—
shell nanostructured systems can be synthesized using
different chemical approaches. For biological applica-
tions they are prepared using colloidal chemistry either
in organic or in aqueous media. When compared to
organometallic routes, water-based QDs’s preparation
method is less toxic., applies low-cost precursors and is
intrinsically biocompatible to applications in biological
fields.'

Due to the improvement of the colloidal synthesis

Quantum dots (QDs) are colloidal semiconductor nano-
crystals which show unigque physicochemical proper-
ties due to their quantum confinement regime in three
dimensions. Some of the main optical features observed
for these systems are: wide excitation bands, narrow
emission spectra, size-controlled emission at different
regions of the visible-light spectra and great photosta-
bility. These properties offer significant advantages for
QDs when compared with conventional organic dyes,
which are commonly used as fluorescent probes.!™
Additionally, the fluorescence of organic dyes tends to
quench rapidly, so they are not suitable for long term
analysis.*
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QDs are nanocrystals made up of elements from the
II-VI (e.g.. CdSe, CdTe, CdS, and ZnSe), III-V (e.g..
InP and InAs) or IV-WI (e.g., PbSe) group. As their
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methodologies, especially the aqueous based, in the last
15 years, QDs have been successfully used as fluorescent
probes in biological and medical field. In this time lapse
we observed an exponential growth of the use of this new
class of fluorophores in bioimaging (fixed cell, ex vive
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live cell and in vivo animal targeting), bioanalytical assays,
in immunofluorescence assays, as potential photosynthe-
sizers for photodynamic therapy and as probes to trace the
pharmacological routes of some drugs.'™

In almost all of these applications, the coating of
QDs with antibodies and other proteins plays an impor-
tant role, because they form inorganic-biological hybrid
nanoparticles that combine characteristics of both mate-
rials, which are the fluorescence properties of QDs with
the biochemical functions of the proteins. This process
called bioconjugation is an important step for promis-
ing biological applications and needs to be characterized
independently of the conjugation approaches employed
(covalent binding or adsorption). The characterization and
evaluation of the QDs bioconjugation is still a current
critical problem for successfully using these new optical
probes.

Many research groups have been reporting different
methods to characterize QDs bioconjugates. Sapsford et al.
{2011)* in a recent review anicle compiled bioconjuga-
tion characterization approaches for various nanomaterials
and classified them as separation, scattering, microscopy
and spectroscopy techniques. Among the most cited meth-
ods are the gel and capillary electrophoresis,” the dynamic
light scattering (DLS)" and fluorescence correlation spec-
troscopy (FCS).* However, these methods currently used
still present one or other disadvantages: laborious method-
ologies, lack of standardization for the interpretation of the
results or the use of expensive equipments. Electrophore-
sis, for example, is a laborious technique and, despite to
be able to analyze and compare bioconjugation for var-
ious samples alt same time, it can be applied only for
qualitative analyses of charged specimens. Moreover, if
the conjugated molecule has low or medium weight, the
electrophoresis is no more appropriate.®'" DLS can qual-
itatively answer if the bioconjugation happened, for one
sample at a time, based on the average sizes, but has
poor reselution and can only resolve particle populations
(within the same sample) if they differ in size by at least
a factor of 3.7 FCS technique is similar to DLS. However,
although FCS is more sensitive than DLS for discrimi-
nating similar sizes, it needs a confocal microscopy, and
then it is an expensive technique. Moreover, the FCS can
answer if the bioconjugation happened, but it cannot give
much information about the efficiency. Therefore, new and
complementary methods are always welcome to evaluate
bioconjugation process.

We present here an alternative optical method to confirm
QDs bioconjugation by using a Fluorescence Plate Reader.
This analytical approach is based on the native QDs" fluo-
rescence detection of samples containing the bioconjugates
and the absence of signal in all other samples named con-
trols. The Fluorescence Plate Reader is routinely applied in
immunoassays to detect (with accuracy) antigen-antibody
interactions as already described in the literature.!! This
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detection is possible because one of the proteins (antigen
or antibody) was previously conjugated to a fluorescent
marker, which can also be a quantum dot.'* In this work,
we propose the use of the Fluorescence Plate Reader not
to study protein—protein interaction, but instead, for a dif-
ferent approach: to evaluate the efficiency of the protein
bioconjugation to QDs. This analysis of bioconjugation is
important because poor efficiency leads to unsuccessful
applications of the fluorescent bioconjugates.

Among the methods used to evalvate bioconjugation,
electrophoresis is, by far, the most used approach. When
compared to the most applied methods, especially with
electrophoresis, our approach has the advantages to be
able to evaluate and discriminate semi-quantitatively a
great number of different types of bioconjugates simulta-
neously (for example, there are microplates with 96 wells).
Moreover, it is a simple, practical, fast and sensitive
method. Besides, it is not limited by size or charge of
the bioconjugates. Therefore, why do not use this method
as a complementary approach to detect and evaluate
the QDs-protein bioconjugation? In order to demonstrate
this alternative method, we tested CdTe QDs bioconju-
gated to different proteins: bovine serum albumin (BSA),
anti-A antibody and concanavalin A lectin (ConA). We
employed two different conjugation methodologies, one by
using covalent binding'® and other by adsorption, a phe-
nomenon mainly mediated by electrostatic and hydropho-
bic/hydrophilic interactions.”™

2. EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.1. General Experimental Details

All reagents for the QDs synthesis were purchased
from Sigma Aldrich and uvsed as received. Microplate-
based fluorescence measurements were performed using
a WALLAC 1420 microplate reader with the sofl-
ware Victor” (PerkinElmer). Black 96-well Optiplate
F HE microplates were purchased from PerkinElmer.
The biomolecules uvsed were BSA (Sigma Aldrich),
ConA (Sigma Aldrich) and anti-A antibody (DiaMed—
Minas Gerais—Brazil). Absorption spectra of isolated and
conjugated QDs were collected on a DU 7500 UV/VIS
spectrophotometer (Beckman) or in a HR 4000 spec-
trophotometer (Ocean Optics) in the range of 200 to
600 nm. Emission spectra of isolated and conjugated QDs
{excited at 365 nm) were recorded using a PC1, (a photon-
counting fluorescence spectrometer from ISS with a xenon
lamp of 300 W as excitation source), employing excilation
and emission slits of 1 mm and voltage = 15 V.

2.2, CdTe QDs Synthesis

Aqueous colloidal dispersion of CdTe corefshell QDs
were synthesized by adapling a previously reported
method. Briefly, QDs were prepared by the addition

J. Nanosci. Nanotechnol. 13, 1-8, 2013



Carvalho et al.

Fluorescence Plate Reader for Quantum Dot-Protein Bioconjugation Analysis

of Te*™ in a Cd(ClO,), solution of pH = 10 in
the presence of TGA (thioglycolic acid), MPA (3-
mercaptopropionic acid) or MSA (mercaptosuccinic acid)
(Sigma Aldrich) as stabilizing agents in a 2:1:4.2/4.6/2.4
ratio of Cd:Te: TGA/MPA/MSA respectively. The Te~
aqueous solution was prepared by using metallic tellurium
(Sigma Aldrich) and NaBH, (Sigma Aldrich), at a high pH
and under argon or nitrogen saturated inert atmosphere.
The reaction proceeded, in argon or nitrogen, under con-
stant stirring and heating at 80 *C during 1 hour for TGA
and 7 and 15 hours at 100 °C for MPA and MSA.

2.3. Plate Reader Bioconjugation Detection Method

The method here described proposes to analyze and to
verify the QDs-protein bioconjugation based on the fluo-
rescence intensities of samples placed in a Fluorescence
Plate Reader. It is known that proteins have affinity
for polystyrene, which is one of the most used plastic
in microplates employed for protein immobilization in
immunoassays.*"" Isolated QD samples do not efficiently
link to the polymer because they do not have enough spe-
cific groups required for a strong interaction. Therefore,
after washing the microplate with a buffer solution such
as PBS (phosphate buffered saline), the QDs are removed
and no fluorescence signal is detected. The biomolecules
alone do not present considerable fluorescence in the same
wavelength region of the QDs employed. 5o, in the case
of a well succeeded QD-protein bioconjugation, the Fluo-
rescence Plate Reader will give a fluorescence signal indi-
cating that QDs are bound to the proteins attached to the
well. Based on these features, the adsorption or covalent
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conjugation between carboxylate QDs and amine groups
of biomolecules such as peptides, proteins and DNA' can
be confirmed by comparing the conjugates and controls
signals intensities values, according to Figures 1 and 2
respectively.

Each sample set is consisted on three/four components:
twolthree contrels and the QD-biomolecule conjugates.
The first control is consisted on isolated colloidal QDs.
The second control is consisted on protein molecules alone
and the third control {used only for conjugation by cova-
lent binding) is consisted on all reagents used in the con-
jugation process, except the QDs.

If the signal intensity of the QDs-biomolecules sample
was at least 100% higher than the average controls values,
this was considered a good indication of a satisfactory con-
jugation. On the other hand, if the signal intensity was of
the same order of the controls, the conjugation was consid-
ered unsuccessful. These methodologies are summarized
in Figure 1 (adsorption) and Figure 2 (covalent bond) and
the correspondent results are presented in Tables I and 11
respectively.

2.4. Conjugation by Covalent Binding

TGA-coated CdTe QDs were conjugated with BSA
protein  using EDC  (1-Ethyl-3-(3-dimethylamino-
propyljcarbodiimide) and Sulfo-NHS (N-hydroxysulfo-
succinimide) as coupling reagents.”'" Firstly, 20 nmol
of CdTe was added to the activation buffer at 0.1 M
MES (2-|morpholino jethanesulfonic acid) at pH 6.0. After
15 minutes, 0.4 mg/ml EDC and 1.1 mg/ml Sulfo-NHS
in ultrapure water were added to the system. Then, 1.4 ul
of 2-mercaptoethanol (20 mM) were used to gquench
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Experimental procedure used in the fluorescence plate reader method for QDs-protein interaction by adsorption. The scheme shows the

interaction process between the microplates with different samples: the two controls used in the experiment present no considerable fluorescence signal,
while the QDs-protein bioconjugates present fluorescence indicating conjugation. This scheme is used to interpret Table 1.
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Fig. 2. Experimental procedurs vsed in the fluorescence plate reader method for QDs-protein covalent binding bioconjugates. The scheme shows the
interaction process between the microplates with different samples: the three controls used in the experiment present no considerable fluorescence
signal and QDs-protein bioconjugates present fluorescence indicating conjugation. This scheme is used to interpret Table 11

the EDC. After that, we added 1 mg/mL of BSA in a
hydroalcoholic solution (80:20). All this procedure was
performed in inert atmosphere up to 4 hours at room
temperature.

2.5. Conjugation by Adsorption

The MPA-coated or MSA-coated CdTe conjugations, by
adsorption, with anti-A, BSA and ConA were performed
by adjusting the QDs pH to 8.0 and placed the molecules
in contact with QDs for 2 hours at room temperature with-
out stirring. The QD:anti-A proportion was 50:1 {v/v).
For ConA (0.2 mg/mL), the QD:ConA proportion was
7:1 (v/v) and QD:BSA (0.01 g/mL) was 60:1 (v/v). Con A
is a lectin that targets sugars such as mannose and glucose.

2.6. Procedure of Bioconjugates
Immobilization and Analysis

A solution of PBS, at 7.4 pH, was employed as wash
buffer. All samples were measured in triplicate. The con-
trol samples (described as QDs in water or in PBS (1x)
and biomolecules in PBS (1x), both at the same con-
centration used in the conjugation) and conjugated sam-
ples were incubated in the microplate wells (200 gL in
each well) for 2 hours in an incubator {water bath, humid
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chamber) at 37 "C. After this time, the wells were washed
3 times with PBS. Then, the microplate was placed in
the Plate Reader and the signals of each well (with con-
trols and ()Ds-biomolecules samples) were analyzed under
F480 (480 nm/15.5 nm) or F485 (485 nm/7 nm) excitation
filters, F535 (535 nm/12.5 nm) or F595 (5395 nm/30 nm)
emission filters. The acquisition time was 1 s, the lamp
was set to 20,000 or 60,000 and normal slits were used
for excitation and emission.

2.7. Procedure for Confirmation of the
Bioconjugation with Other Methods

Analysis of emission spectra was used to confirm the
covalent conjugation results of BSA obtained by Fluo-
rescence Microplate Reader. Flow cytometry assay was
applied to evaluate the adsorption conjugation results
for anti-A antibody obtained by Fluorescence Microplate
Reader. For this, red blood cells (RBCs) were labeled
by the QDs-(anti-A) conjugates and analyzed in a FAC-
SCalibur cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). The software used for data processing was Cell
Pro (Cell QuestTM Software, Becton Dickinson immuno-
cylometry system, San Jose, CA, USA). Around 10,000
events per second were acquired. The fluorescence in cells
was excited at 488 nm and measured with FL1 filter

J. Nanosci. Nanotechnol. 13, 1-8. 2013
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Table I. Fluorescence intensity measurements obtained, in triplicate, in
the fluorescence microplate reader for the detection of free and biocon-
jugated QDs systems by adsorption interaction.

Fluorescence Relative Auorescence
System intensity (au.)® (%) intensity (%)
Control 1 (QDs-MPA) T05+3
Control 2 {anti-A) B3T+6
Average control TH+35
QDs-MPA-(anti-A) 20376 164% £7.7%
Control 1 (QDs-MSA) 200+2.4
Control 2 {anti-A) 218+ 6
Average control 20932
QDs-MSA-(anti-A) BE6LO 325% £ 10%
Conirol 1 {QDs-MSA) 31245
Control 2 {ConA) 43543
Average control 3427
QDs-MSA-ConA 1078 L7 188% £T7.4%
Control 1 {QDs-MSA) 429462
Control 2 (BSA) B3I+ 10
Average control 4 £ 6
QDs-MSA-BSA BR4L 6 117% £74%

Notex: “Measurements performed with F480 excitation filter and F3535 or F395
emission filters, acquisition time of 1 s, 20,000 and normal slits for excitation and
emission. QD= emploved wene CdTe-MPA and CdTe-MSA.

(530 nm/15 nm) or FL2 filter (585 nm/21 nm). RBCs
type A and type O collected in EDTA (Ethylenediamine
tetraacetic acid) tubes were used to prepare a 5% diluted
suspension of cells using saline solution. After that, RBCs
were incubated with QD-(anti-A) conjugates for one hour
at 37 °C using a proportion of 3:1 wiv (QDs conju-
gate:cells). RBCs type O were the negative control, since
they do not present A antigens in their membranes.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Initially, all QDs employed in the experiments were char-
acterized by absorption and emission spectra which are
shown in Figures 3 and 4. According to optical and
structural characterizations (data no shown), CdTe-TGA,
CdTe-MPA and CdTe-MSA nanoparticles maxima emis-
sions were 540 nm (FWHM = 35 nm, where FWHM is

Table II. Fluorescence microplate reader results of fluorescence inten-
sity from triplicate detection of free and bioconjugated QDs systems by
covalent binding.

Fluorescence Relative fluorescence

Systems intensity (au)® (%) intensity (%)
Control 1 (QDs) 260+2 -

Control 2 {BSA) 99432 -

Control 3 32046 -

Average control 293422 -
QDs-BSA 2 hours 560415 91% 4 6%
QDs-BSA 4 hours 1.483+2 406% + 3.7%

Notes:  Acguisition performed with the F285 nm excitation filter and F335 emission
filter, acquisition time of 1 =, 60,000 and normal slits for excitation and emission.
QD= employed were TGA capped CdTe.

J. Nanosci. Nanotechnol. 13, 1-8, 2013
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Fig. 3. Comparative emission spectra of isolated CdTe-TGA (dashed
ling) QD= and CdTe-TGA-BSA bioconjugates (solid ling). The BSA pro-
tein shows no fluorescence in the wavelength range of the QD employed.
Excitation at A = 365 nm.

the full width half maximum), 550 nm (FWHM = 53 nm),
604 nm (FWHM = 50 nm), while the average diameters
were 2.7 nm, 2.6 nm and 3.3 nm respectively.' " The QDs
concentrations used were 1 uM for CdTe-TGA, 13 uM
for CdTe-MPA and 6 uM for CdTe-MSA. ™

The signal intensities for the QDs conjugated to pro-
teins, the control 1 (QDs alone), control 2 (proteins
alone) and control 3 (see Experimental Procedure Section)
for each experiment performed on the Fluorescence
Microplate Reader are shown in Tables I and IL. The
Figures 1 and 2 can be used to an appropriate interpreta-
tion of these tables.

The relative fluorescence intensity, which evaluates how
higher was the bioconjugates signals when compared to
controls, was calculated by Eq. {1).

RelativeFL (%)
_ BioconjugateFL — ControlFL
- ControlFL

x 100% (1

where BioconjugatedFL is the fluorescence intensity of the
QDs-biomolecules sample and ControlFL is the average
controls signal detected.

Tables I and II show that the relative intensity detected,
for all the bioconjugated samples, was higher than for the
controls. If there was a lower relative intensity signal (cor-
responding to low signal measurements in bioconjugated
wells), the conjugation was not successful and only the
proteins should be in the wells. The low signals found
for the controls are due to stray light coming from the
excitation source and being scattered by the wells. The
standard errors in the tables represent the contributions
of the errors associated with the adsorption process of
protein-microplate interactions plus the errors related to
the fluorescence signal detection by the photomultiplier
of the equipment. The signals detected in the wells can
present some differences for the absolute values depend-
ing on the conditions of the experiment (filters and QDs
used, for example). However, in general, microplate assays
are considered reliable methods and are usually applied

5
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Fig. 4. Emission (solid line) and absorption (dashed line) spectra of CdTe-MPA (left) and CdTe-MSA (rigth) QDs.

for diagnosis purposes.'’-'? Relative fluorescence intensity
values show quantitative reproducibility (with standard
errors smaller than 10%) when the same samples of bio-
conjugates where used, evidencing the effectiveness of this
detection method.

By comparing the analysis for QDs-BSA obtained by
different time periods (2 and 4 hours) of covalent binding
reaction, the results show relative fluorescence intensities
of 91% and 406% respectively. Therefore, an increase in
the conjugation reaction time is clearly followed by an
increase in the relative intensity value, indicating that this
method is semi-quantitative and can help to monitor and
to improve the bioconjugation process. However, consid-
ering that the fluorescence intensity is given in arbitrary
units only relative comparisons can be made. In our exper-
iments, the highest intensity values were obtained after
4 hours of bicconjugation reaction time, indicating that the
bioconjugation was more effective after 4 hours of reac-
tion, but after this period of time it is important to test the
functionality of the biomolecule. A good reaction time has
to promote an efficient conjugation between QDs and pro-
teins and also preserve the biomolecule activity. Moreover,
it is important to highlight that QDs can be efficiently bio-
conjugated to proteins, however this procedure can causes
changes in the biomelecule properties. In this way a good
result obtained in a bioconjugation analysis is an indica-
tion, but is not a complete guaranty, of a successfully bio-
logical application.

In Figure 3, we present emission spectra for CdTe-TGA
alone and CdTe-TGA-BSA bioconjugate (after 4 hours of
reaction). The blue shift of the maximum emission peak
from 560 to 540 nm (excitation at A =365 nm) confirms
the bioconjugation. Both CdTe-TGA isolated QDs and
CdTe-TGA-BSA QDs presented symmetric and narrow
emission spectra. BSA shows no fluorescence in the wave-
length range employed. The BSA fluorescence is related
to tryptophan residues which provide major contribution to
the intrinsic fluorescence of this protein near 340 nm.*%
Also, it was observed a small decay in the fluorescence
emission spectra intensity for bioconjugated QDs which
may be explained by the effect of the surrounding environ-
ment pH. Previous study™ reported the effect of various

6

factors on QDs fluorescence, including pH, after the conju-
gation procedure with BSA. Their results showed that the
maximum relative fluorescence intensity (RFI) occurred
at pH 6.83, while for lower pH the values of the RFI
decreases. The authors described that this decay is also
probably caused by depassivation, where the protonation
of the surface-binding thiolates results in the deconstruc-
tion of the Cd**-TGA complexes. This prior study corrob-
orates with our results because we employed pH 6.0 in
the covalent bioconjugation process (with EDC plus Sulfo-
NHS) and obtained a small decrease in the intensity of the
emission spectra when compared to the bare QDs.

As it can be observed in Table I, a value of 332% for the
relative intensity demonstrated a more effective conjuga-
tion for QDs-MSA-(anti-A), while for QDs-MPA-{anti-A)
it was observed a value of 164%. The flow cytometry
analysis corroborated the results obtained using the Plate
Reader. Figure 5 shows the labeling of approximately 60%
of A erythrocytes by QDs-MSA-(anti-A). in contrast to
around 30% for QDs-MPA-{anti-A). Erythrocytes type O
did not present fluorescence, confirming the specific label-
ing (Fig. 5(2)). These results indicate that, when the prop-
erties of proteins are preserved, a greater signal obtained
by our method can be related to a more efficient bioconju-
gation process. In fact, we believe that the flow cytometry
and the Fluorescence Plate Reader approach are comple-
mentary. The analysis with the Plate Reader indicates if the
bioconjugation of proteins to QDs was efficient, or not,
and the flow cytometry results can be used as a contra
proof to validate this methodology of evaluation of the bio-
conjugation. As higher is the signal observed in the Plate
Reader, the more efficient is the bioconjugation procedure
and a higher number of labeled cells is expected to be
detected by flow cytometer.

The flow cytometry results were performed more than
five times and were reproducible. The analysis showed that
we could label specifically only A erythrocytes. Although
these results were reproducible, 1004 of the cells were not
labeled due to the conjugation process used. The adsorp-
tion is driven by electrostatic forces and may not be totally
effective because it does not promote a connection among
all antibodies to all QDs of the sample, so some QDs
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Dot plots of A and O erythrocytes: (1) “A” cells labeled with MPA-{anti-A) QDs, (2) O erythrocytes presenting quite no labeling after

incubation with MPA-anti-A QDs, (3) “A” cells labeled with MSA-(anti-A) QDs and (4) the same as (2) for O erythrocytes and MSA-(anti-A) QDs.

are not covered by antibodies and bare QDs do not label
RBCs. The labeling of cells incubated with MSA-QDs was
more efficient than the labeling of cells incubated with
MPA-QDs, probably because the MSA agent presents two
free carboxyl groups promoting a better interaction with
biomolecules, while MPA has only one carboxyl group.

4. CONCLUSION

The alternative Plate Reader bioconjugation method here
proposed was successfully tested and confirmed by flow
cytometry and spectroscopic analysis. This bioconjugation
detection method consists in a fast semi-quantitative anal-
ysis showing sensitivity and reproducibility. By using this
method it is possible to analyze multiple types of samples
(QDs associated to different proteins or QDs associated to
molecules by different conditions such as pH and stoichio-
metric proportion) at the same time. It is an alternative
bioconjugation detection method for researchers especially
working in the optical field. Moreover, small amount of
reagents and samples are required, taking advantage of
the native fluorescence of QDs. Therefore, this method
could be used as a complementary approach to analyze
QD-protein bioconjugation using microplates wells with
Fluorescence Plate Reader. Additionally, we limited this
optical method in this work to QD-protein bioconjugate
detection, but the same idea shows a greal potential to be

J. Nanosci. Nanotechnol. 13, 1-8, 2013

extrapolated for other fluorophores and for other kind of
biomolecules, including uncharged biomolecules as well
as uncharged pegylated QDs, which are hard to detect by
standard non optical methods.
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Apéndice 2 - Semiquantitative Fluorescence Method for Bioconjugation
Analysis

Chapter 8

Semiquantitative Fluorescence Method
for Bioconjugation Analysis

Aluizio G. Brasil Jr,, Kilmara H.G. Carvalho, Elisa S. Leite,
Adriana Fontes, and Beate Saegesser Santos

Abstract

Quantum dots ((QDs) have been used as fluorescent probes in biological and medical fields such as
bioimaging, bioanalytical, and immunofluorescence assays. For these applications, it 1s important to char-
acterize the QD-protein bioconjugates. This chapter provides details on a versatile method to confirm
quantum dot-protein conjugation including the required materials and instrumentation in order to per-
form the step-by-step semiquantitative analysis of the bioconjugation efficiency by using fluorescence plate
readings. Although the protocols to confirm the QD-—protein attachment shown here were developed for
CdTe QDs coated with specific ligands and proteins, the principles are the same for other QDs—protein
bioconjugates.

Key words Quantum dot, Fluorescence plate reader, Bioconjugate, CdTe, Protein

1 Introduction

One of the key problems for successfully using the quantum dots
as new optical probes in biological systems [1-3] is to guarantee
the quality and cfliciency of the conjugation processcs to proteins
and other specific biomolecules and ultimately the interaction of
the ensemble with the biological systems. A poor conjugation leads
to unsuccessful applications. For this reason the characterization
and evaluation of the QDs’ bioconjugation is necessary, indepen-
dently of the physicochemical conjugation approaches applied.

In the last decades different methods to characterize QDs bio-
conjugates have been reported in the literature [4-9]. Sapsford
ctal. [4] classified in a recent review the bioconjugation character-
ization approaches for various nanomaterials different kind of tech-
niques: scparation, scattering, microscopy, and spectroscopy.
However, lack of standardization for interpreting the results, the
usc of cxpensive equipment, and,/or laborious methodologies rep-
resent common disadvantages to current methods.

Adriana Fontes and Beate Sasgesser Santos {ads.), Quantum Dots: Applications in Biology, Mathods in Molacular Biology,
vol. 1199, DOl 10.1007/978-1-4030-1280-3_8, © Springer Science+Business Madia New York 2014
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Fig. 1 Experimental procedure used in the Fluorescence Plate Reader method for QDs—protein covalent bind-
ing bioconjugates. The scheme shows the interaction process between the microplates with different samples:
the two controls used in the experiment present no considerable fluorescence signal and QDs—protein biocon-
jugates present fluorescence indicating conjugation

For example, among the most cited methods, electrophoresis
is a laborious technique and can be applied only for qualitative
analyses of charged specimens. Morcover, if the conjugated mole-
cule has low or medium molecular weight, electrophoresis is no
longer feasible [5, 8, 9]. Another cited method, the dynamic light
scattering (DLS) can qualitatively analyze the success of the bio-
conjugation based on the average sizes of the systems prior and
after the conjugation processes but present a poor resolution.
Additionally, it analyzes just one sample at a time and can resolve
particle populations within the same sample only if they differ in
size at least by a factor of three [4, 6]. The fluorescence correlation
spectroscopy (FCS) [7] although is more sensitive than DLS for
discriminating similar sizes, needs a confocal microscopy, an expen-
sive equipment which is not common in laboratorics. Morcover,
the FCS cannot give much information about the efficiency of the
bioconjugation process. Therefore, new and complementary
methods are always welcome to evaluate bioconjugation process.

Here, an alternative method for investigating QDs—protein
bioconjugates provides a simple attempt to resolve some of these
difficulties described (Fig. 1). We propose the use of Fluorescence
Plate Reader as a complementary approach to distinguish QDs and
proteins from QDs—proteins based on the QDs” native fluores-
cence and on the different intensities showed by the bioconjugates
and control samples [10]. The protein part of the bioconjugates
attaches itself through hydrophobic interactions to the polymer
based plate. The equipment detects the fluorescence output of the
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bioconjugates and also a small fraction of stray light which must be
estimated for cach analysis, resulting a relative intensity. The rela-
tive fluorescence intensity (RelativeFL), which cvaluates the
increase of the bioconjugates’ fluorescence over the controls, can
be calculated by applying Eq. 1.

Bi ugateFL — Control FL
RelativeFL (%] _ ( ;ocan;ué:;; [ — ontro ]x 100%, (1)
oniro

where BioconjugateFL is the fluorescence intensity of the QDs—
biomolccule samples and ControlFL is the average signal detected
for the controls. We recommend at least two controls: the first one
consists of isolated colloidal QDs and the sccond control consists
of the protein molecules.

If BioconjugateFL (the signal intensity of the QDs—biomolccule
samples) is at lcast twice the value of ControlFL (the average
controls values), this is considered an indication of conjugation.
The higher the signal the more satisfactory and cfficient is the pro-
cess (see Note 1). On the other hand, if the BioconjugateFL is of
the same order of the control signals, the conjugation is considered
unsuccessful (see Note 1). In other words, the result is considered
positive if RelativeFL is equal or higher than 100 % and is consid-
cred negative if RelativeFL is lower than 100 %. This criterion of
100 % was chosen by empirical experimental obscrvation after
cxhaustive test reproduction of this bioconjugation method with
different QD and biomolecule systems.

This alternative method is fast, simple, sensitive, and practical.
Moreover, it is not limited by the charge or the size of the biocon-
jugates. Besides, it has the advantage to be able to evaluate and
discriminate semiquantitatively a great number of different types of
bioconjugates simultancously, depending on the number of the
wells in the microplate [10].

This chapter provides the basic procedures and detailed infor-
mation on how to determine the cfficiency of the conjugation
reaction process of (QDs—protein bioconjugates. The protocols
described here employ cadmium telluride water-based QDs, albu-
min and immunoglobulin, but the procedures can be adapted to
analvze bioconjugates prepared with different QDs and proteins.

2 Materials

21 cdTe QDs
Synthesls (See Note 2)

. Thioglycolic acid {TGA), HSCH,CO;Hy,.
. Cysteamine (CTM), HSCH,CH,;NH,,.

. Cadmium Perchlorate, Cd(ClOy )a).

. Metallic tellurium, Te®,.

. Sodium borohydride, NaBH,,.

. Ultrapure watcer.

[ L R
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2.2 Bioconjugation

2.3 Bioconjugate
Analysis

1. 1-Ethyl-3-[ 3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochlo-
ride (EDC).

. N-hydroxysulfosuccinimide (Sulfo-NHS).

. 2-[morpholino] ethanesulfonic acid (MES).

. Bovine Serum Albumin (BSA) (see Note 3).

. Thioglycolic acid-coated cadmium telluride QDs ( TGA-coated
CdTe QDs).

6. Sulfosuccinimidyl  4-[ N-maleimidomethyl] cyclohexane-1-
carboxylate (Sulfo-SMCC) (see Note 4).

7. Tris (2-carboxyethyl) phosphine (TCEP).

8. Human Immunoglobulin G (I1gG).

9. Cysteamine-coated cadmium telluride (CTM-coated CdTe).
10. Phosphate buffer solution (PBS).

N o= W b

1. Fluorescence microplate reader. For example, we used Model
Wallac Victor® (Perkin Elmer).

2. Black microplates. For example, we used polystyrene black
microplates.

3. Phosphate buffer solution (PBS).
4. Negative controls (see Note 5).

3 Methods

3.1 General
Procedure for CdTe
QDs Synthesis

3.2 Bioconjugation
Procedire

Aqucous colloidal dispersion of CdTe QDs could be synthesized
by adapting a previously reported method [11]. Briefly, QDs can
be prepared by the addition of Te*™ in a Cd(ClOy); solution of
pH=>10 in the presence of TGA as stabilizing agent in a 2:1:4.2
ratio of Cd:Te:TGA and a pH in the range of 5.6-5.9 in the pres-
cnce of CTM as stabilizing agent in a 2:0.2:2.4 rato of
Cd:Te:CTM. The Te? aqueous solution should be prepared using
metallic tellurium and NaBH,, at a high pH and both under argon
saturated inert atmosphere. We recommend to proceed the reac-
tion in this way, under constant stirring and heating at 80 °C for at
least 1 h. The time interval of the synthesis will depend on the
cxpected size (and emission profile) of the QDs.

Covalent binding is among the most widely used techniques for
bioconjugation. Here we outline the procedures for the conjuga-
tion of TGA-coated CdTe QDs with BSA protein using EDC and
Sulfo-NHS as coupling reagents and of CTM-coated CdTe QDs
with IgG using Sulfo-SMCC as coupling reagent [8, 9].

It is necessary to employ QDs which show fluorescence in
wavelength region different from the biomolecule’s autofluorescence
avoiding spectral overlap. This allows the analysis of QDs—protein
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3.3 Procedure
for Immobilized
Bioconjugates
and Analysis
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bioconjugates based on the fluorescence intensitics of samples
placed in a fluorescence plate reader. In the sequence, we present
examples of conjugation protocols that apply the proposed method,
first to BSA and then for IgG. For this protocol, the bioconjugates
uscd were carboxyl-coated CdTe QDs with BSA and aminc-coated
CdTe QDs with IgG obtained by using EDC/Sulfo-NHS and
Sulfo-SMCC coupling agents, respectively.

[t is important to mention that a robust QD should be acquired

or synthesized to maintain the original optical propertics after the
bioconjugation procedure (see Note 6).

1

. Add 20 nmol of TGA-coated CdTe QDs to the activation buf-

fer at 0.1 M MES at pH 6.0.

. Add 0.4 mg EDC and 1.1 mg Sulfo-NHS to buffered quan-

tum dot.

. Allow the reaction to proceed for 15 min at room temperature.
. Then, add 1.4 pL. of 2-mercaptoethanol (20 mM) to quench

the EDC.

. Add 1 mL of BSA at 1 mg/mL to activate quantum dot.

6. Allow the protein and quantum dot to react for at least 2 h at

room tcmpcoraturc.

. Prepare the microplate reader and measure the fluorescence

intensity of the samples (see Subheading 3.3).

. Raise the pH of CTM-coated CdTe QDs up to 7.0-7.2.
. Then, add 3 mg of Sulto-SMCC in 6.2 nmol of CTM-coated

CdTe QDs for their chemical activation.

. Incubate reaction mixture for 60 min at room temperature.

. Remove excess crosslinker employing an ultracentrifugation

device with a cut off of 20 MWCO (see Note 7).

. In another vial, add 40 pL of IgG at 1 mg/mL in PBS buffer and

cmploy a final concentration of 10-20 mM TCET (e Note 8).

. Allow the IgG and TCEP to react during 30 min at room tem-

perature for disulfide reduction.

. Combine and mix the maleimide-activated QDs and 1gG-SH

{reduced) and incubate for 60 min at 25 “C.

. Prepare the microplate and measure the samples’ fluorescence

intensity (see Subheading 3.3).

. Add 200 pL in cach well of all samples (controls and bioconju-

gates) at least in triplicate (see Note 9).

. Protect the wells from external environment.

. Incubate the microplate at room temperature for at least 1 h,

gently rotating the microplate at an angle to ensure coverage
of the internal well surface, during this period.
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Table 1
Results of fluorescence intensity from detection of free and bioconjugated
QDs systems by covalent binding in a Fluorescence Microplate Reader

Fluorescence Relative fluorescence

Systems intensity (a. u.)* intensity (%)
Control 1 (BSA) 299 =

Control 2 (QDs) 260 =

Average control 280 z
QDs-BSA2h 560 100 %
QDs-BSA4h 1,483 430%
Control 1 (IgG) 268 E

Control 2 (QDs) 203 -

Average control 281 -

QDs-IgG 2 h 2,252 701 %

*Acquisition performed with the F485 excitation and F535 emission filters to BSA and

F355 excitagon and F595 emission filters to [gG, acquisiton ume of 1 s and normal
slits. QD) used for BSA was TGA capped CdTe and for [gG was CTM capped CdTe

4.

Add 200 pL of PBS solution at pH 7.4 as the wash buffer in
cach well.

. Wash the wells at least three times, gently rotating the microplate

and wait 2 min, then discard the wells’s samples (see Note 10).

. Measurc the fluorcscence intensity of the samples (controls

and QDs—protein samples) in a Microplate Fluorescence
Reader (see Notes 11-13).

. The analysis of some data of the presented characterization

procedure is showed in Table 1.

4 Notes

. Valucs for the RelativeFL show guantitative reproducibility

{with standard errors smaller than 10 %) when the same sam-
ples of bioconjugates where used, evidencing the cffectivencss
of this detection method [10].

. A wide range of high quality QDs are now available from com-

mercial sources and may be used to avoid the synthesis step.

. The BSA’s fluorescence is related to tryptophan residues which

provide major contribution to the intrinsic fluorescence of this
protein near 340 nm [12, 13].

. Amine-containing QDs may be usually activated with sulfo-

SMCC which contains sulthydryl-reactive maleimides for con-
jugation with thiol-containing proteins or other molecules [9].
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5.

6.

10.

11.

12.

13.

It is important to usc controls in the analysis to compare their
fluorescence signal with the QD-biomolecules conjugates flu-
orescence. The negative controls suggested are the isolated
colloidal QDs and the protein molecules.

The CdTe QDs’ preparation procedure does not always com-
prehends a passivation with another semiconductor material
shell. The QDs prepared in the present example were kept in
closed vials for at least 60 days. This time is necessary for the
emission intensity to increase and reach a plateau, duc to the
slow hydrolysis of the alkyl-thiol molecules and subsequent
formation of a CdS shell on the particles. This is not necessary
for the commercially acquired QDs.

. It is important to remove the excess of crosslinker, which can be

performed by employing a desalting column or other gel filtration
column. The excess of crosslinker which does not interact with
QDs can react with biomolecules producing protein dimmers.

. In most situations, TCEP concentrations <10-20mM are

compatible with maleimide reaction chemistry and provides
sufficient molar excess to effectively reduce protein disulfide bonds
with reduced risk of protein denaturation. TCEP does not have
to be removed from solutions before performing reactions
involving maleimide labeling or cross-linking reagents.

. Proteins have usually athnity for polystyrene, which is one of

the most used plastic in microplates employed for protein
immobilization in immunoassays [ 14-16] but for those which
do not show a good adsorption to this material another alter-
natives may be tested: (1) to try other types of polymeric plates
and (2) to coat the polystyrenc plate with a complementary
protein or other biomolecules which show a greater athnity to
the polymer and may associate to the tested bioconjugate.

Isolated QD samples do not cfhiciently link to the polymer
because they do not have enough specific groups required for
a strong interaction. So, after washing the microplate with a
buffer solution such as PBS, the QDs should be removed and
no fluorescence signal will be detected.

Adjust the parameters such as excitation and emission filters,
acquisition time, intensity lamp and slits for excitation and
emission, based on the QDs applied.

The biomolecules alone usually do not present fluorescence in
the same wavelength region of the QDs employed. So in the case
ofawell-succeeded QD—protein bioconjugation, the Fluorescence
Plate Reader will give a fluorescence signal indicating that QDs

are bound to the proteins attached to the well surface.

The low signals for the controls are due to stray light coming
from the excitation source and being scattered by the wells.
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