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RESUMO

Pontos quénticos (PQs) se tornaram valiosas ferramentas para diversos estudos
bioldgicos devido as suas propriedades Unicas, como a alta fotoestabilidade, e por
apresentar uma superficie quimicamente ativa que possibilita sua conjugacdo a
biomoléculas, como lectinas. Conjugados de PQ-lectinas tém sido utilizados como
sondas versateis ndo sé para o estudo do papel dessas biomoléculas como também
para avaliar o perfil de carboidratos em diferentes sistemas bioldgicos, fornecendo
valiosas informagbes a respeito da sua glicobiologia. A lectina ligadora de manose
(MBL) € uma molécula que atua no sistema imune inato reconhecendo carboidratos
como N-acetil-D-glicosamina, D-manose e L-fucose expressos nas superficies de
patdgenos, e participa de processos biologicos, tais como ativacdo do complemento,
opsonizacdo, modulacdo da inflamacéo e depuracdo de células apoptoticas. Assim,
este trabalho objetivou desenvolver um conjugado eficiente e especifico constituido
por MBL e PQs de CdTe. Para tanto, a adsor¢do — em varios pHs — e a ligacao
covalente em pH 6,0 foram avaliadas como estratégias de conjugacao, sendo as
leveduras de Candida albicans utilizadas como prova de conceito. Na conjugacéo foi
utilizada uma MBL recombinante (rhMBL). Os resultados de citometria de fluxo
evidenciaram que o conjugado preparado por adsor¢do em pH 6,0 foi 0 que marcou
mais efetivamente as leveduras, apresentando a maior porcentagem e maior
mediana de fluorescéncia, e, por isso foi escolhido para ser caracterizado quanto a
especificidade e as propriedades Opticas. A especificidade foi analisada a partir de
ensaios de inibicdo do conjugado pelo acucar D-(+)-manose na presenca de calcio
(sistema 1), com incubacdes sem a adicdo de célcio (sistema 2), bem como com
solucéo contendo o quelante EDTA (sistema 3). A caracterizag¢do Optica indicou que
0 conjugado escolhido apresentou com intensa fluorescéncia. Os resultados de
citometria de fluxo confirmaram que esta nanossonda (adsorcdo em pH 6,0) foi
capaz de marcar praticamente 100% das leveduras. Essa marcagao reduziu para
cerca de 15,1% para o sistema 1 e para 13,8% para o sistema 2, enquanto para o
sistema 3, a marcacdo das células ndo foi praticamente observada, sendo menor
gue 1%. Esses dados evidenciaram que o conjugado foi especifico e que a presenca
do célcio foi fundamental para a rhMBL reconhecer as leveduras pelo dominio de
reconhecimento de carboidratos. A analise por microscopia de fluorescéncia
confirmou a eficiéncia do conjugado escolhido, revelando uma marcacgao
homogénea da C. albicans. Assim, o conjugado de PQs-rhMBL, por adsorcdo em pH
6,0, pode ser considerado uma versatil e promissora ferramenta Optica para a
compreensao do papel da MBL em diversos sistemas bioldgicos.

Palavras-chave: Nanoparticula. Fluorescéncia. Carboidratos. Conjugacéo.



ABSTRACT

Quantum dots (QDs) can be considered valuable tools for a variety of biological
studies due to their unique characteristics. QDs have high photostability and
chemically active surface for conjugation with biomolecules, such as lectins. QDs-
lectin conjugates have been used as versatile probes not only to understand the role
of lectins but also to evaluate the carbohydrate profile in different biological systems,
providing valuable information about their glycobiology. Mannose-binding lectin
(MBL) is a molecule belonging to the innate immune system, which recognizes
carbohydrates as N-acetyl-D-glucosamine, D-mannose, and L-fucose expressed on
pathogen surfaces. MBL also takes part in biological processes such as complement
activation, opsonization, inflammation modulation, and clearance of apoptotic cells.
Thus, this work aimed to develop an efficient and specific conjugate consisted of
MBL and CdTe QDs. For this, adsorption — at various pHs — and covalent binding at
pH 6.0 were evaluated as conjugation strategies, and Candida albicans yeasts were
used as proof of concept. For conjugation, a recombinant human MBL (rhMBL) was
used. Flow cytometry results showed that the conjugate prepared by adsorption at
pH 6.0 labeled C. albicans yeasts more efficiently, presenting the highest percentage
and the highest fluorescence median intensity. Thus, this conjugate was, therefore,
chosen to be characterized according to its specificity and optical properties. The
specificity of the conjugate was evaluated by inhibition assay, using D-(+)-mannose,
in the presence of calcium (system 1), by incubating the conjugates without the
addition of calcium (system 2), and also incubating using a solution containing EDTA
chelator (system 3). The optical characterization indicated that the chosen conjugate
presented intense fluorescence. The flow cytometry results confirmed that this
nanoprobe (adsorption at pH 6.0) was capable of labelling almost 100% of yeast
cells. The labeling decreased to about 15.1% for system 1 and 13.8% for system 2,
while for system 3, cell labeling was practically not observed, being less than 1%.
These data show that the conjugate was specific, and the presence of calcium was
essential for rhMBL to recognize yeast cells by its CDR domain. Fluorescence
microscopy analyses confirmed the efficiency of the chosen conjugate, presenting
homogeneous labeling of C. albicans. Thus, QDs-rhMBL conjugate by adsorption at
pH 6.0 can be considered a versatile and promising optical tool for understanding the
role of MBL in many biological systems.

Keywords: Nanoparticle. Fluorescence. Carbohydrates. Conjugation.
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1- INTRODUCAO

A lectina ligadora de manose (MBL — do inglés mannose-binding lectin) € uma
glicoproteina sérica, componente do sistema imune inato humano, com capacidade
de se ligar a microrganismos patogénicos e favorecer diversos processos biolégicos,
tais como ativacdo do sistema complemento (SC), opsonizacdo, regulacdo da
inflamacédo, reconhecimento de alteracbes estruturais celulares e depuracdo de
células apoptéticas (DOMMET; KLEIN; TURNER, 2006). A MBL liga-se
seletivamente a terminais ricos em agucares (tais como N-acetil-D-glicosamina, D-
manose e L-fucose, especialmente) (WEIS; DRICKAMER; HENDRICKSON, 1992), e
na maioria das vezes, através de residuos de aminoacidos conservados no seu
dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC). Esta caracteristica é essencial
para a capacidade da MBL distinguir o que é proprio e ndo préprio do organismo
(JACK; KLEIN; TURNER, 2001).

A MBL vem sendo associada a diversos processos infecciosos e
inflamatorios. Leikina e colaboradores observaram a capacidade da MBL humana de
bloguear a fusdo viral do virus da influenza (cepa recombinante X-31) através da
imobilizacdo de proteinas de membrana (LEIKINA et al., 2005). Larvie e
colaboradores demonstraram que a MBL € capaz de se ligar a peptideos beta-
amiloide, para o qual o acumulo no parénquima cerebral esta relacionado com o
desenvolvimento da doenca de Alzheimer (LARVIE et al.,, 2012). J4 Garred e
colaboradores reportaram que eritrocitos falciformes (HbSS) infectados pelo
Plasmodium falciparum séo reconhecidos pela MBL (GARRED et al., 2003). Além
disso, Mendonca e colaboradores sugeriram que a deficiéncia de MBL contribuiria
para o surgimento de episddios vaso-oclusivos em pacientes acometidos dessa
alteracao genética (MENDONCA et al., 2010).

O uso de sondas fluorescentes pode ser valioso para se compreender melhor
o comportamento e o papel da MBL frente aos diversos sistemas biolégicos. As
técnicas baseadas em fluorescéncia propiciam analises sensiveis e com
especificidade quimica. Dentre as sondas fluorescentes destacam-se os PQs,
também conhecidos como quantum dots (QDs), 0os quais constituem uma nova
classe de marcadores fluorescentes (ALGAR et al., 2011; BAGHER, 2016). Os PQs
sdo nanocristais fluorescentes de materiais semicondutores que possuem

propriedades fotofisicas Unicas, tornando essas nanoestruturas atraentes para
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serem utilizadas na investigacdo de processos biologicos, tais como: (i) amplo
espectro de absorgdao, que permite a excitacdo de diferentes “cores” de PQs
utilizando uma unica fonte de luz; (ii) estreito espectro de emisséo, o qual possibilita
multiplas marcac¢des simultaneas; (iii) alta resisténcia a fotodegradacdo, o que
permite sua aplicacdo no monitoramento de processos ao longo do tempo; (iv)
comprimento de onda de fluorescéncia sintonizavel com o tamanho do PQ e (v)
superficie quimicamente ativa, que permite sua conjugacdo a moléculas de
reconhecimento especifico, superficies e até mesmo outras nanoparticulas
(BREGER; DELEHANTY; MEDINTZ, 2015; TENORIO et al., 2015; PEREIRA et al.,
2019). Com isso os PQs vém sendo empregados em diversos estudos in vitro com
células e tecidos, in vivo em pequenos animais e, também, em sensoriamento
(FONTES et al.,, 2012; ANDRADE et al., 2013; WEGNER; HILDEBRANDT, 2015;
TRAPIELLA-ALFONSO et al., 2018).

Assim, este estudo objetivou padronizar uma conjugacdo especifica e
eficiente entre PQs carboxilados e a MBL, com a finalidade de desenvolver um
nanossistema capaz de ser aplicado para desvendar o papel dessa lectina frente a
sistemas biolégicos por fluorescéncia. Para tanto, foram usadas leveduras de
Candida albicans como modelo biolégico, uma vez que este possui a parede celular

rica em manose, um dos carboidratos reconhecidos pela MBL.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Lectina Ligadora de Manose (MBL)

2.1.1 - Estrutura e Sintese

A palavra lectina, tem sua origem do latim lectus, que significa selecionar. O
termo lectina é aplicado para todas as proteinas que sejam capazes de se ligar a
carboidratos como monossacarideos, oligossacarideos e glicoconjugados
especificos (LAM; NG, 2011), de forma seletiva e reversivel. Essas ligacdes se dao
normalmente através de pontes de hidrogénio e/ou interacbes de Van der Waals
(LIS; SHARON, 1998; FREIRE, 2015).

Quanto a especificidade da ligacdo das lectinas a carboidratos, sao
observadas interacBes principalmente com 0s seguintes grupos: galactose/N-
acetilgalactosamina, manose/glicose, fucose, acido sialico e N-acetilglicosamina
(OLIVEIRA, 2018). Por exemplo, a lectina Concanavalina A (ConA) € capaz de
reconhecer especificamente residuos de manose e glicose (TENORIO et al., 2015).
Ja a Cratylia mollis, ou mais especificamente sua isoforma Cramoll 1,4, se liga a
residuos de glicose/manose e galactose (PAIVA; COELHO, 1992). Enquanto a
lectina Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I) se liga especificamente a residuos de
fucose (OKAZAKI et al., 2004).

As lectinas estao presentes em animais, plantas e microrganismos e estao
envolvidas em diversas funcbes bioldgicas, incluindo até mesmo a defesa contra
patdogenos (VARKI et al., 2009). Assim, as lectinas sdo potencialmente Uteis em
aplicacbes biotecnologicas e biomédicas e podem ser utilizadas para a
compreensao de processos bioldgicos, desenvolvimento de testes de diagndstico e,
também, na terapia de doencas (YAU et al., 2015; ZUBCEVIC et al., 2016; CUNHA
et al., 2018).

A lectina ligadora de manose (MBL) € uma glicoproteina sérica pertencente
a familia de proteinas denominadas de colectinas. E uma proteina sintetizada
principalmente no figado e secretada pelo hepatécito (DOMMETT; KLEIN; TURNER,
2006). No entanto, essa proteina pode ser sintetizada também em outros 6rgaos,
tais como cérebro, baco, rins e coracdo (DUMESTRE-PERARD et al., 2002).
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A unidade estrutural primaria da MBL é uma molécula helicoidal de 96 kDa,
formada por trés subunidades de cadeias polipeptidicas com uma regido semelhante
ao colageno de 32 kDa (JACK; KLEIN; TURNER, 2001). Cada uma dessas cadeias
é caracterizada por: a) uma regido N-terminal com ligacdes cruzadas contendo duas
ou trés moléculas de cisteina; b) uma regido colagenosa de comprimento variavel; c)
uma regidao flexivel hidrofobica e d) uma regido C-terminal ou dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC) (Figura 1) (TAYLOR et al., 1989;
PETERSEN; THIEL; JESENIUS, 2001).

As cadeias polipeptidicas interagem através de suas regifes colagenosas
formando uma tripla hélice, sendo que a estabilizacdo da subunidade de trés
cadeias depende de interacdes hidrofébicas na regido hidrofobica flexivel, que esta
covalentemente ligada por pontes dissulfeto. A regido hidrofébica de cada cadeia
adota uma forma espiralizada em a-hélice e os DRC apresentam caracteristicas

semelhantes a proteinas globulares (TURNER, 2003).

Figura 1. Representacdo de um tetramero de MBL formado por suas subunidades
estruturais.

Regido N-terminal
g Regido similar ao coldgeno
Regido flexivel hidrofdbica
Regido com sitios de
reconhecimento de %
&
?‘.‘\
'S

carboidratos

Polipeptideo Subunidade
estrutural

Fonte: Adaptada de DOMMET; KLEIN; TURNER, 2006.

Em humanos, a MBL é codificada pelo gene MBL-2, que € constituido por
quatro éxons, e o pseudogene MBL-1, e estes estdo localizados no braco longo do
cromossomo 10 (HANSEN; HOLMSLOV, 1998; GARRED et al., 2006). Os éxons do
gene MBL-2 codificam as diferentes estruturas da glicoproteina, onde o éxon-1

codifica a regido N-terminal rica em cisteina e uma parte da regido colagenosa rica
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em glicina, enquanto o éxon-2 codifica a porcao restante da regido de colageno, o
éxon-3 codifica a regido hidrofébica flexivel e finalmente, o éxon-4 que codifica o
DRC (Figura 2) (TURNER 2003; DOMMET; KLEIN; TURNER, 2006).

Figura 2. Estrutura do gene MBL-2, e os diferentes éxons que codificam as diferentes
regides do produto proteico.

<)
2

.
-

EXON-1 S
'_«__;‘
‘e
EXON-2 2
EXON-3 )
Regido ndo traduzida EXON-4 . *
Peptideo sinal
Regido N-terminal
Regido colagenosa
Regido hidrofdbica ,
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Fonte: Adaptada de DOMMET; KLEIN; TURNER, 2006.

Dessa forma, a MBL possui um arranjo estrutural no qual a associagao de
duas a seis unidades oligoméricas formam uma estrutura que lembra um “ramo de
tulipas” (Figura 1), semelhante ao componente C1q do complemento. O padrédo de
reconhecimento da MBL é definido através da sua conformacdo espacial e do
sentido de orientacdo de seu DRC, determinando o tipo de ligante da proteina
(TURNER, 2003). Esta lectina pode reconhecer uma grande variedade de acucares,
tais como manose, N-acetil-D-glicosamina, L-fucose, glicose e, menos efetivamente,
a galactose, expressos em grande quantidade na superficie de sistemas bioldgicos,
como microrganismos e células apoptoticas, mediando assim a fagocitose e a
ativacdo do complemento (TURNER, 1996; ATKINSON; EISEN, 2005).

Assim como as outras colectinas, a MBL mostra ligacdo seletiva a
carboidratos, sendo mais efetiva na presenca de calcio. Essa seletividade ocorre

devido a presenca de residuos de aminoacidos altamente conservados nas algas
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peptidicas externas dos DRCs que fazem ligacdes coordenadas com o ion calcio,
que é capaz de orientar e facilitar a ligacdo da MBL preferencialmente com os
grupos 3 e 4-hidroxila de residuos de carboidratos que sao reconhecidos pela lectina
(EDDIE IP et al., 2009; TURNER, 2003).

2.1.2 - Funcbes

A MBL é uma lectina que apresenta importante funcéo, principalmente na
imunidade inata em humanos, reconhecendo e se ligando as superficies de
patégenos. Existem evidéncias de que o papel da MBL se estende além do
reconhecimento de patdégenos, cooperando com outras moléculas do sistema imune
e hoje seu papel €& reconhecido em diversos processos bioldgicos, tais como
ativacdo do complemento, promogcdo da opsonizacdo independente do
complemento, exerce influéncia também na modulacdo da resposta inflamatoria,
estimulando a liberac&o de citocinas, o que sugere um papel mais amplo para MBL
na imunidade e inflamacdo (TAKAHASHI et al., 2006), além do reconhecimento de
alteracdes de autoestruturas e depuracao de células apoptoticas (DOMMET; KLEIN;
TURNER, 2006). Como estao descritas mais detalhadamente abaixo:

- MBL e o Sistema Complemento (SC)

A imunidade inata envolve um conjunto de moléculas capazes de identificar
padrées moleculares associados a superficie de patégenos (PAMPSs), distinguindo-
os de autoantigenos. A MBL é considerada uma molécula de reconhecimento
desses padrbes, onde participa da cascata do SC e, assim, desempenha um papel
importante no sistema imune, ligando-se seletivamente a uma ampla gama de
carboidratos expressos na superficie de agentes patogénicos microbianos.

O SC é representado por um grupo de proteinas que desempenham um papel
chave no processo de defesa do hospedeiro. E um complexo sistema multiproteico,
composto por mais de 30 proteinas presentes no plasma, em outros liquidos
biolégicos e na membrana celular, sendo um dos mecanismos mais importantes da
resposta imune inata e o principal mediador humoral do processo inflamatorio junto
aos anticorpos (HESS; STEIGER; SCHIFFERLI, 1998).

A ativacdo do SC mediada pela MBL representa a “terceira via de ativagéo”,
conhecida como “via das lectinas”. A MBL reconhece padrfes de acucares e ativa 0
complexo de serino proteases associadas a MBL (MASP) 1 e 2. A formacao do
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complexo e a ativacdo das MASPs resulta na subsequente clivagem de C4 em C4a
e C4b, e de C2 em C2a e C2b. A porgcéao C2a liga a membrana em associacdo com
C4b, resultando na C3 convertase, que cliva C3 em C3a e C3b. O complexo
C4bC2aC3b resultante é a C5 convertase, do qual a partir dai segue a via comum,

como ilustrado na Figura 3 (FEINBERG et al.,, 2003; SEYFARTH; GARRED;
MADSEN, 2006).

Figura 3. Representacdo esquematica da via das lectinas do sistema complemento.

A
/,% )csa

C4

Fonte: Adaptada de TAKAHASHI et al., 2006.

- Modulac¢ao da inflamagéao

Existem estudos referentes as doencas associadas a MBL que indicam que a
MBL pode ser um potente regulador das vias inflamatorias, mesmo que ainda néo se
saiba ao certo por qual mecanismo poderia ocorrer essa modulagdo. Jack e
colaboradores (2011) sugerem que a MBL € capaz de liberar citocinas pré-
inflamatorias, por meio de observacdes utilizando Neisseria meningitidis, em que foi
observado que a MBL presente em altas concentracdes diminuia consideravelmente
a producéo das citocinas IL-6, IL-18 e TNF-a por mondcitos em resposta a esse
patébgeno, enquanto que em baixas concentracbes de MBL a producdo dessas
citocinas haveriam aumentado, apontando para a MBL como um potente regulador
da via inflamatoria (JACK; KLEIN; TURNER, 2001).
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- Remocéao de células apoptoticas

Outras evidéncias também sugerem a atuacdo da MBL no reconhecimento de
padrées moleculares associados a células apoptéticas (ACAMPS), os quais ndo sdo
expostos em células saudaveis, e promove a remocédo de detritos pelos macréfagos,
observando-se que a MBL desencadeia a fagocitose ligando-se diretamente a
células apoptéticas que expdem acUcares terminais (OGDEN et al.,, 2001;
VANDIVIER et al.,, 2002; STUART et al., 2005). Esse processo parece ocorrer na
presenca de calreticulina na superficie da célula (cC1qR), que se liga ao dominio de
colageno da MBL (TURNER 2003).

- Promocéo da opsonizacgéo independente do complemento

A promocao da opsonizacdo pela MBL tem sido associada a ligacdo a
varios receptores putativos ou proteinas de ligacdo a MBL incluindo cClqR/
calreticulina (MALHOTRA et al, 1990), ClgRp (TENNER; ROBINSON;
EZEKOWITZ, 1995) e CR1 (GHIRAN et al., 2000; KLICKSTEIN et al., 1997). No
entanto ainda ndo se sabe ao certo se a MBL atua com papel direto de opsonina ou
se pode ser apenas um componente intensificador de outras vias do complemento
e/ou da fagocitose mediada por anticorpos (TURNER, 2003).

Devido a sua alta avidez funcional, a MBL ¢é capaz de se ligar
simultaneamente a mudltiplos sitios, entdo realiza, por exemplo, um acoplamento
significativo quando se liga a uma superficie microbiana com muitos grupos
repetitivos de acgucar. Além disso, a distancia entre os locais de ligacdo maximiza a
interacdo (TURNER, 1996). A MBL tem a capacidade de se ligar com alta afinidade
a uma variedade de agentes patogénicos pelo seu dominio DCR que inclui virus,
bactérias, fungos e protozoarios, tais como Candida albicans, Aspergillus fumigatus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus do grupo R-hemolitico (NETH et al., 2001).

Além disso, alguns estudos indicam que pode ocorrer a interacdo da MBL
com células ndo apoptoticas de mamiferos, tais como eritrgcitos circulantes. Ja foi
reportado que eritrécitos falcémicos infectados pelo Plasmodium falciparum, um dos
agentes causadores da malaria, sdo reconhecidos pela MBL, assim como ilustra a
Figura 4 (GARRED et al., 2003).
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Figura 4. A) Imagem de microscopia de campo claro de eritrdcito infectado por P.
falciparum. B) Microscopia de imunofluorescéncia de hemacias marcadas com brometo de

etidio evidenciando a ligacdo da MBL a eritrocitos infectados.

e

Fonte: Adaptada de GARRED et al., 2003.

Adicionalmente, a MBL pode também interagir com células que sofreram
mudancas em sua superficie durante a transformacdo oncogénica ou durante
infeccbes patogénicas, por exemplo, quando apresentam estruturas de
oligossacarideos modificadas que promovem o reconhecimento por essa lectina
(EZEKOWITZ et al., 1989).

2.1.3 - Deficiéncia da MBL

Devido a sua capacidade de realizar interacbes com outras células, a
importancia biolégica da MBL também tem sido atribuida ao seu estado de
deficiéncia. Variantes alélicas tanto da regido promotora quanto da regido estrutural
do gene que codifica a MBL (MBL-2), sdo importantes reguladores da constituicao
de suas unidades estruturais funcionais e dos seus niveis séricos. A presenca de
variagdes pontuais na regido estrutural do éxon-1 do gene MBL-2 resulta na sintese
de proteinas instaveis, as quais sao facilmente degradadas, levando a um tempo de
vida muito curto dessa proteina e, consequentemente, a uma diminuicdo dos seus
niveis séricos. Além disso, a presenca de polimorfismos na regido promotora pode
interferir na transcricdo do gene MBL-2, acarretando a deficiéncia de expressao da
proteina funcional e na diminui¢cdo dos niveis séricos da MBL (STEFFENSEN, 2000;
TURNER, 2003). Uma vez que, em muitas popula¢cdes humanas, a deficiéncia de
MBL é relativamente comum (KILPATRICK, 2002), alguns estudos tentam vincular o
seu estado de deficiéncia com apresentacdes clinicas. Essas alteracfes ja foram
associadas, por exemplo ao aumento da susceptibilidade a infec¢des, especialmente

em criangas entre 6 e 18 meses de idade (SUMMERFIELD et al., 1997; KOCH et al.,



23

2001), bem como em pacientes imunossuprimidos (GARRED et al., 1997) e pessoas
com doencas autoimunes (TSUTSUMI; TAKAHASHI; SUMIDA, 2005). Mendonca e
colaboradores, por exemplo, sugeriram que alteragcbes estruturais encontradas no
éxon-1 e baixos niveis séricos da MBL poderiam modificar o fenétipo de criancas
portadoras da anemia falciforme. Os autores demonstraram que em pacientes com
deficiéncia de MBL poderia haver um aumento do surgimento de episédios vaso-
oclusivos, a partir do acumulo de eritrécitos nas paredes dos capilares, pela
deficiéncia adicional no sistema fagocitico desses pacientes (MENDONCA et al.,
2010).

2.2 - Pontos Quanticos

A nanotecnologia é o campo da ciéncia que desenvolve e aplica estruturas
nanometricas e estd em rapida expansdo nos ultimos anos. Estd associada ao
“‘entendimento, controle e reestruturagcdo da matéria”, cujos tamanhos devem estar
compreendidos aproximadamente entre 1 e 100 nm, em pelo menos uma de suas
dimensdes (BHUSHAN, 2017). Ferramentas projetadas na nanoescala tém sido
extensivamente estudadas nos ultimos anos e vém permitindo o desenvolvimento de
estratégias vantajosas no campo das biociéncias (KRISHNA et al., 2018).

Pontos Quanticos (PQs), também conhecidos como quantum dots (QDs), séao
nanocristais coloidais fluorescentes de materiais semicondutores, que apresentam
tipicamente diametros entre 1,5 a 10 nm (1 nm = 10° m). O tamanho reduzido faz
com que essas hanoestruturas apresentem propriedades fotofisicas Unicas, que
estdo ausentes quando organizados em estruturas macroscépicas (BHUSHAN,
2017).

Os materiais semicondutores possuem uma banda de valéncia (BV) e uma
banda de conducao (BC). Ao absorver energia suficiente, os elétrons e~ sdo capazes
de transpor o intervalo existente entre essas duas bandas, chamado band gap (Eg),
saindo da BV para a BC (SMITH; GAO; NIE, 2004). Ao realizar essa migracéo para a
BC, o elétron deixa um buraco/hole (h*) na BV onde se encontrava anteriormente,
formando um par elétron-buraco, ao qual da-se o nome de éxciton (SMITH; GAO;
NIE, 2004; MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008). A distancia existente entre e” e
h* foi denominada como raio de Bohr do éxciton (aexc) € é especifica de cada

semicondutor. A emissao de fétons (fluorescéncia) acontece quando e e h* sofrem



24

recombinacdo excitbnica, em que o e relaxa ao seu estado energético fundamental
e retorna a BV (Figura 5) (MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008).

Figura 5. Esquema de fotoluminescéncia em semicondutores. Quando o elétron (e) é
excitado, um éxciton é formado a partir do transporte do e para a banda de conducéo (BC).

Apobs relaxacao e recombinacdo excitdnica, é gerada a emissédo de fluorescéncia.
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Fonte: Adaptada de PEREIRA, 2014.

A distribuicdo dos estados energéticos nas bandas € continua em um
semicondutor macroscoépico, porém, ao diminuir as dimensdes de um cristal para
além do raio de Bohr do éxciton, e e h* sdo forcados a estar mais préximos, e 0s
estados energéticos ajustados. O efeito de confinamento quantico se intensifica a
medida que cada dimensé&o do cristal se torna menor que aexc, dessa forma, quando
as trés dimensbes sdo menores que aexc, ttm-se um ponto quéantico (GAO; NIE,
2004; CHOU; DENNIS, 2015).

Figura 6. Sintonizacdo da emissdo dos PQs com o seu tamanho, maior o Eg: emisséo para
regido mais proxima do azul e menor Eg: emissdo para a regido mais proxima do
infravermelho.
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Fonte: Adaptada de CESAR, 2014.
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Esse confinamento espacial em nanoescala dos PQs produz modificacdo da
estrutura eletrénica e, como consequéncia, o Eg aumenta com a diminuicdo do
tamanho da particula. Dessa forma, para PQs de um mesmo material semicondutor,
nanoparticulas menores emitem radiacdo eletromagnética com maior energia e vice-
versa para PQs de tamanhos maiores. Uma vez que o comprimento de onda da luz
€ inversamente proporcional a sua energia, PQs menores terdo fluorescéncia indo
para regido azul e os maiores para o vermelho (Figura 6) (SANTOS; FARIAS;
FONTES, 2008).

Os PQs apresentam propriedades Opticas vantajosas quando comparados as
sondas convencionais, os marcadores fluorescentes organicos (corantes organicos),
que sdo comumente utilizados como marcadores biolodgicos. Suas propriedades se
destacam devido ao seu estreito espectro de emisséo e amplo espectro de absorcao
(SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008). Ao contrario dos corantes organicos, que
exigem mais de uma fonte de luz de excitacdo, a fluorescéncia dos nanocristais é
capaz de ser excitada por uma Unica fonte luminosa, que pode emitir em diferentes
regides do espectro e que, portanto, confere ao tamanho dessas nanoparticulas
mais uma vantagem, uma vez que, a emissao de luz pelos PQs pode ser sintonizada
conforme o seu tamanho (WU et al., 2003; YANG et al., 2010). Além disso, os PQs
se destacam, principalmente, pelo seu alto brilho e sua fotoestabilidade, em que séo
cerca de 100 vezes mais fotoestaveis que os corantes organicos, possibilitando
ensaios praticamente em tempo real e permitindo o0 monitoramento de processos
dindmicos ao longo do tempo (Figura 7). Os PQs também possuem superficie
altamente ativa, que possibilita sua conjugacdo a biomoléculas e até mesmo outras
nanoparticulas (SMITH et al., 2008; MUKHERJEE; SHIM; SONG, 2016).

Figura 7. Registro da emissao fluorescente de PQs (em vermelho) e o corante organico
Alexa flior (em verde) ao longo de 3 min. O nucleo, marcado com PQs, continua
fluorescente ao longo de todo o teste, ao passo que o citoesqueleto, marcado com o corante

organico, ja ndo pode ser devidamente observado em torno de 60 s apds o inicio do ensaio.

Fonte: Adaptada de WU et al., 2003.
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Devido a essas propriedades Unicas, como emissdo regulavel por tamanho,
alta fotoestabilidade e superficie quimicamente ativa, PQs se tornaram uma o6tima
alternativa para diversas aplicagcbes em muitos campos de pesquisa, como fisica,
quimica e biologia (ALGAR et al.,, 2011; BAGHER, 2016). Como por exemplo,
aplicacdes tecnologicas relacionadas a dispositivos fotovoltaicos, eletrénicos, e
biomédicos, vém cada vez mais sendo utilizadas e empregadas como uma
ferramenta versatil e eficiente, propiciando muitos avancos (SILVA et al., 2010;
DONG et al., 2012; KRISHNA et al., 2018).

Os PQs utilizados para aplicacGes biolégicas podem ser preparados a partir
de uma sintese aquosa, obtidos pela estratégia bottom-up, a qual se realiza
partindo-se de atomos para se chegar a sistemas maiores como as nanoparticulas
e, que podem ser obtidos a partir do controle de parametros, tais como tempo de
reacdo e quantidade de precursores, onde utiliza-se em geral solucbes contendo
calcogenetos, cations metalicos e agentes estabilizantes (MURRAY; NORRIS;
BAWENDI et al., 1993; FONTES et al., 2012). A sintese aquosa dos nanocristais é
de grande interesse, pois, é reprodutivel, de baixo custo e hidrofilica (LI et al., 2004;
PILLA et al., 2012). Sdo, frequentemente, utilizados em sua sintese compostos que
contém elementos como o cadmio (Cd), selénio (Se), enxofre (S), zinco (Zn) e telario
(Te), em conjunto com ligantes organicos (estabilizantes/funcionalizantes) que
geralmente possuem um grupamento tiol e carboxilico ou tiol e amina em sua
extremidade (CESAR, 2014; SILVA et al., 2010; CUNHA et al., 2018).

Apés a sintese os PQs apresentam uma nanoestrutura complexa composta
de algumas camadas (Figura 8), onde: o nucleo da nanoparticula determina sua
emissao. Devido a grande area superficial que essas nanoparticulas possuem por
causa do seu tamanho reduzido, os defeitos de superficie gerados tém um papel
mais significativo, contribuindo para a diminuicdo da intensidade, ou até mesmo
supressao, da fluorescéncia. Esses defeitos surgem de atomos com liga¢cdes nao
compartilhadas devido a interrupcdo do crescimento do nanocristal (SILVA et al.,
2010). Para diminuir esses defeitos pode ser usado o0 revestimento com uma
segunda camada semicondutora para passivar a superficie, refazendo liga¢cdes néo
compartilhadas, e assim favorecer uma recombinacdo excitbnica mais eficiente,
aperfeicoando a sua emisséo, o que origina PQs com uma estrutura de nucleo/casca
(core/shell) (Figura 8), como CdSe/ZnS por exemplo (TALAPIN et al., 2002;
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WEGNER; HILDEBRANDT, 2015). Por fim, a camada organica mais externa
determina o grau de funcionalidade em relacdo a marcacao do sistema biolégico de
interesse (MICHALET et al., 2005).

Figura 8. Estrutura do core/shell de um PQ bioconjugado a biomolécula.
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Fonte: Adaptado de PEREIRA et al., 2019.

Nos PQs hidrofilicos essa camada organica mais externa tem funcdes de: (i)
ajudar na estabilidade coloidal, prevenindo a aglomeracdo e a precipitacdo dos
nanocristais (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; FONTES et al., 2012), (ii) conferir
carga para a superficie, (iii) contribuir para a formacédo do shell e conferir grupos
funcionais e (iv) servir como ponto de ancoragem para melhor conjugacdo com
biomoléculas ou até mesmo com outras nanoparticulas (MARTINS; TRINDADE,
2012; KARAKOTI et al., 2015), propiciando aplicagdes in vitro e in vivo com essas
nanoparticulas (FONTES et al., 2012; ANDRADE et al., 2013; HAN et al., 2015;
WEGNER; HILDEBRANDT, 2015; CABRAL FILHO et al., 2016; TRAPIELLA-
ALFONSO et al., 2018). Dentre os agentes estabilizantes mais utilizados, destacam-
se 0s compostos catibnicos em pH préximo ao fisiolégico que possuem grupos
amina (cisteamina), anibnicos que possuem grupos carboxila (acido
mercaptopropiénico, AMP; acido mercaptoacético, AMA; e acido mercaptosuccinico,
AMS) e neutros que possuem grupos amina e carboxila (cisteina) (MAMEDOVA et
al., 2001; AKERMAN et al., 2002).

2.3 - PQs e Bioconjugagéo
A superficie dos PQs oferece a possibilidade de ligacdo a diferentes

moléculas, tais como anticorpos, enzimas e lectinas que vao dar um direcionamento
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bioldgico mais especifico ou agregar novas funcoes e propriedades para a aplicacéo
biologica (MARTINS; TRINDADE, 2012; ANDRADE et al., 2013; WEGNER;
HILDEBRANDT, 2015).

Assim, os PQs vém sendo aplicados desde ensaios bioanaliticos;
imageamento in vitro de células a tecidos; imageamento in vivo de pequenos
animais; diagnostico de cancer e outras doencas, e, até mesmo em biossensores
(SMITH et al., 2004; MEDINTZ et al., 2005; FONTES et al., 2012; ANDRADE et al.,
2013; WEGNER; HILDEBRANDT, 2015).

Segundo Bilan e colaboradores (2015), as varias estratégias existentes para a
conjugacdo dos PQs com biomoléculas, por exemplo, devem satisfazer alguns
importantes requisitos como a manutencao da propriedade fluorescente dos PQs
apos essa unido e uma minima interferéncia na atividade da biomolécula ap6s o
processo de bioconjugacdo. Os conjugados formados devem também ser estaveis
nas condicdes de aplicacédo (BILAN et al., 2015).

A conjugacado depende dos grupos reativos presentes na superficie dos PQs
e biomoléculas. Dentre as diferentes estratégias desenvolvidas, ha dois tipos de
abordagens principais: ligacdo ndo covalente e ligacdo covalente. Na ligacao
covalente, os grupos funcionais da superficie dos PQs estdo covalentemente ligados
a biomolécula formando, por exemplo, uma ligacdo entre grupos amina-amina,
carboxil-amina ou pontes dissulfeto (SARAN et al.,, 2011; HERMANSON, 2013;
CABRAL FILHO et al., 2015; FOUBERT et al., 2016). A ligagdo amina-amina pode
ser realizada utilizando o glutaraldeido como agente intermediario e, na conjugacao
covalente carboxil-amina os agentes de acoplamento 1-etil-3-(3-dimetilaminopril)
carbodiimida (EDC) e  N-hidroxisulfosuccinamida  (Sulfo-NHS) ou  N-
hidroxisuccinimida (NHS) sdo amplamente utilizados como agentes de acoplamento
(HERMANSON, 2013; KARAKOTI et al., 2015).

J4 as ligacbes ndo covalentes compreendem as interacdes entre grupos
terminais expostos na superficie do PQ e das biomoléculas, sem a necessidade de
um agente quimico que intermedie a unido, essas interagbes envolvem ligagéo
direta na superficie dos PQs ou adsor¢do (DELEHANTY et al., 2012; KARAKOTI et
al., 2015). Interacdes diretas podem envolver a associacdo de moléculas tioladas
com os metais da superficie, por exemplo. Ja a adsor¢cdo pode em geral envolver

interacbes hidrofébicas, pontes de hidrogénio e/ou interacdes eletrostaticas. A
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ligacdo nado covalente pode se dar também por meio da afinidade da biotina por PQs
funcionalizados com estreptavidina ou avidina. A Figura 9 faz um sumario dessas
estratégias de conjugacdo (HERMANSON, 2013; FOUBERT et al., 2016; KARAKOTI
et al., 2015).

Figura 9. Representagdo dos grupos reativos presentes na superficie dos PQs e estratégias
de ligacéo a proteinas.
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Fonte: Adaptada de CUNHA et al., 2018.

Apesar das diversas estratégias para se realizar bioconjugacoes, esse ainda
pode ser um processo desafiador. Para se ter sucesso nas diversas aplicacdes é
fundamental o preparo de bioconjugados eficientes e estaveis. Para tanto, é
importante a utilizacdo de alguns métodos para otimizar o desempenho, caracterizar
e avaliar a eficiéncia do processo de conjugacdo. Dentre os métodos utilizados,
pode-se citar:
(i) a espectroscopia de correlacao de fluorescéncia (FCS), que fornece informacgdes
relacionadas a modificacbes no tamanho hidrodinAmico e tempo de difusdo de
nanoestruturas fluorescentes antes e apds a conjugacdo (CABRAL FILHO et al.,
2015);
(i) o ensaio de fluorescéncia em microplacas (EFM), que tem a vantagem de
oferecer uma analise pratica, quantitativa e rapida de varias amostras ao mesmo
tempo (CARVALHO et al, 2014) por meio da comparacdo dos sinais dos
conjugados com os controles (PQs sozinhos e biomoléculas). Esse meétodo indica
uma boa conjugacdo quando o sinal fluorescente dos conjugados se destaca em

relacdo ao sinal dos controles. Ele € baseado na afinidade das moléculas pela
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microplaca fluorescente, na falta de afinidade pelos PQs e no baixo sinal
fluorescente emitido pelas biomoléculas nas condi¢cdes do experimento;

(iii) a eletroforese avalia a interacdo entre PQs e biomoléculas comparando a
mobilidade eletroforética dos componentes sozinhos (biomoléculas e PQs) em
relacdo aos conjugados (KIM et al., 2018);

(iv) a avaliacdo do potencial zeta relacionado a modificacdes na carga da superficie
das nanoestruturas antes e apés a conjugacdo (CABRERA et al., 2017);

(v) o DLS (do inglés Dynamic Light Scattering), também usado para determinar
variacfes no diametro hidrodindmico de nanoparticulas antes e ap0s a conjugacéo
(IPE et al., 2006).

Vale também ressaltar que, apesar do uso dessas técnicas de avaliagdo da
conjugacao, ainda € necessario realizar testes adicionais para evitar resultados
falso-positivos ou falso-negativos, utilizando amostras de células e tecidos como
controle ou ensaios de inibicdo e até de saturacado, a fim de ter um entendimento
mais confiavel sobre o processo biolégico estudado.

Além disso, dependendo do tipo de conjugacdo utilizada, também é
necessario, antes da aplicacdo, bloquear os grupos funcionais ativados durante o
processo de bioconjugacao antes da aplicacdo bioldgica para evitar falsos-positivos
(PEREIRA et al., 2019).

2.4 - Aplicacéo de Bioconjugados de PQs e Lectinas

A pesquisa relacionada as interagbes lectina-carboidrato é uma area
promissora no ramo da biologia e da biomedicina (NILSSON, 2007; DAN; LIU; NG,
2016). O papel dessas biomoléculas, assim como suas interacdes nos sistemas
biologicos, pode ser revelado e elucidado pelo uso de sondas fluorescentes.
Bioconjugados contendo lectinas e PQs tém sido aplicados como ferramentas desde
estudos relacionados a microorganismos, até aos associados ao cancer,
promovendo a elucidagcdo de muitos processos celulares patolégicos (CUNHA et al.,
2018).

Tenorio e colaboradores, por exemplo, padronizaram a conjugacédo de PQs de
CdTe a ConA, gue reconhece manose/glicose, utilizando Candida albicans como
modelo. Os autores puderam estudar o perfil glicidico de manose e glicose nas

leveduras e biofilme com esses conjugados (TENORIO et al., 2015).
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Cunha et al. 2018 avaliaram a melhor estratégia para conjugar a lectina
Cramoll aos PQs de CdTe, estudando o método de adsorcéo e ligacdo covalente da
biomolécula a nanoparticula em diferentes pHs. A partir de andlises por microscopia
de fluorescéncia e citometria de fluxo, padronizaram como eficaz o conjugado obtido
por adsorcdo a pH 7,0, pela melhor eficiéncia na marcacdo de leveduras de C.
albicans, como ilustra a Figura 10 e, também, por confirmacdo da especificidade
pelos resultados de ensaios de inibicdo. O estudo concluiu que bioconjugados
efetivos e especificos foram obtidos com potencial para serem aplicados no estudo

do perfil de glicose e manose em variados sistemas bioldgicos (CUNHA et al., 2018).

Figura 10. (A) Representacdo esquemética da conjugacgéo por adsorcao de PQs de CdTe a
lectina Cramoll. (B) Imagem de microscopia de fluorescéncia de leveduras de C. albicans

marcadas com bioconjugado PQ-Cramoll (pH 7,0).

A) B)
Lectina Cramoll

2 " ‘I‘-A o ;.."‘1
: ( I a\m& l

PQs de CdTe

10 um
——

C. albicans

Fonte: Adaptada de CUNHA et al., 2018.

Jeong e colaboradores (2012) desenvolveram bioconjugados de PQs e
lectinas (ConA, SBA — aglutinina da soja (especifica para N-acetilgalactosamina),
SNA - lectina Sambucus nigra (reconhece &cido sialico) e WGA — aglutinina de
gérmen de trigo (reconhece N-acetilglicosamina), por uma ligacdo biotina-
estreptavidina, como nanossondas para avaliar o perfil de glicanos expressos na
superficie de células e tecidos de cancer. Os conjugados apresentaram-se
altamente fluorescentes e estaveis, exibindo alta sensibilidade na analise da
expressdo de carboidratos. Nas linhagens de células e tecidos da mama (MCF-7) e
do colon colorretal (HCT116), por exemplo, uma alta expressdo de N-
acetilglicosamina e acido sialico foi encontrada em relagédo as amostras normais. O
reconhecimento especifico foi confirmado a partir dos testes de inibigdo utilizando os

acucares reconhecidos pelas lectinas. Portanto, o método se mostrou util, com
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possivel potencial para o diagnostico e compreensdo de processos bioldgicos
associados ao cancer (JEONG et al., 2012).

Carvalho e co-autores (2019) utilizaram os conjugados PQs de CdTe e
Cramoll para estudar a glicobiologia de tecidos mamarios humanos normais, de
fiboroadenoma (FB) e carcinoma ductal infiltrante (CDI). Os autores demonstraram, a
partir das analises de microscopia, uma intensa marcacédo em todo o tecido de CDI
(células ductais e estroma), observando que este apresenta um alto nivel de
residuos de glicose/manose expostos em sua superficie, enquanto as amostras
normais e FB tinham marcacdo consideravel apenas nas células ductais. Esses
resultados foram confirmados de forma quantitativa por uma adaptacao do ensaio de
fluorescéncia em microplaca para tecidos, proposta pelos autores. Uma vez que a
lectina teve sua atividade preservada, os autores concluiram que os conjugados
PQs-Cramoll podem ser considerados sondas especificas e eficazes, que podem ser
aplicadas para investigar e diferenciar a glicobiologia de tecidos normais e
transformados (CARVALHO et al., 2019).

Além disso, Oliveira e colaboradores (2020) também utilizaram os conjugados
de PQs de CdTe e lectina Cramoll para avaliacdo de perfis de glicose/manose em
trés diferentes espécies de Candida: C. glabrata, C. albicans e C. parapsilosis. Os
autores observaram que C. parapsilosis apresentou maior quantidade de
glicose/manose exposta em sua superficie. Dessa forma, os autores concluiram que
0s conjugados PQs-Cramoll demonstraram ser eficazes para avaliacdo da
constituicdo e comparacdo dos glicidios presentes nas paredes celulares de
espécies de fungos frequentemente envolvidas na candidiase (OLIVEIRA et al.,
2020).

PQs também tém sido também explorados na area de fenotipagem
sanguinea. Cabral Filho e colaboradores (2015) aplicaram PQs de CdTe associados
covalentemente a lectina UEA-I (também chamada de anti-H e que reconhece
fucose) e a anticorpos monoclonais anti-A ou anti-B para quantificar a expressao dos
antigenos A, B e H em eritrgcitos, através da citometria de fluxo. A partir dos perfis
de marcacéo, os autores puderam verificar que os bioconjugados foram capazes de
distinguir e correlacionar as diferentes expressdes dos antigenos eritrocitarios em
eritrocitos ABO e do sub-grupos A (A1, A2, A3, Ax e Ae). Além disso, os autores

reportaram que os conjugados permaneceram fluorescentes e estaveis por pelo
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menos 6 meses, concluindo que os mesmos podem ser aplicados na quantificacéo e
entendimento do padrdo de antigenos na superficie dos eritrocitos (CABRAL FILHO
et al., 2015).

Foram também desenvolvidos, no estudo de Gao e colaboradores,
nanossistemas contendo PQs de CdSe/ZnS incorporados em nanoparticulas
poliméricas funcionalizadas com a lectina WGA como plataformas para obtencédo de
imagens cerebrais in vivo. Os conjugados foram inseridos no cérebro de ratos
através da aplicacdo nasal para investigacdo de doencas do sistema nervoso central
(SNC). As nanoparticulas obtidas demonstraram ter excelente direcionamento
cerebral com distribuicdo rapida e extensiva no SNC. Uma outra vantagem
apresentada foi o tempo que o0 nanossistema permaneceu no cérebro, sendo
suficiente para proporcionar um bom reconhecimento dos seus alvos e, apos 8 horas
da administracdo, a presenca do nanossistema nos tecidos ja era praticamente
inexistente, como ilustrado na Figura 11. Sendo assim, os autores concluiram que a
nanossonda apresenta potencial consideravel para estudo de varias doencas do
SNC (GAO et al., 2008).

Figura 11. Distribuicdo e retencao de nanossistemas constituidos por PQs incorporados a
nanoparticulas poliméricas conjugados com WGA no cérebro de rato apds administracdo
intranasal. Imagens 6pticas representativas tiradas antes, 2 min e 1, 2, 3, 4 e 8 h ap6s a

administracgéo.

Antes

4h 8h
Fonte: GAO et al., 2008.
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Vemos assim, que conjugados de PQs e lectinas podem ser considerados
ferramentas fluorescentes praticas e versateis para estudar a glicobiologia nédo s6
em microorganismos, no cancer e em hematologia, mas em diversas areas de
pesquisa. A combinacdo das caracteristicas fluorescentes dos PQs com a
especificidade das lectinas, possibilita estudos cada vez mais sensiveis e

especificos, abrindo novas possibilidades para varias aplicagcdes biomédicas.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivo Geral

Desenvolver bioconjugados constituidos por pontos quéanticos e Lectina Ligadora de
Manose (MBL).

3.2 - Objetivos Especificos

e Sintetizar PQs de CdTe funcionalizados/estabilizados com  &cido
mercaptosuccinico (MSA);

e Avaliar procedimentos baseados em adsorcdo e conjugacdo covalente para
estabelecer um protocolo eficiente de conjugacao da MBL aos PQs;

¢ Realizar caracterizacéo optica dos PQs e do bioconjugado;

e Verificar a efetividade e especificidade do bioconjugado por meio de ensaios com
leveduras de Candida albicans como modelo bioldgico.
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Resumo: Os pontos quanticos (PQs) tém se destacado na glicobiologia por sua
fotoestabilidade e capacidade de se combinar a lectinas, originando conjugados
versateis para investigar perfis de expressdo de carboidratos com alta
sensibilidade/especificidade. A lectina ligadora de manose (MBL) € uma proteina do
sistema imune inato que esta envolvida em processos como ativacdo do sistema
complemento, opsonizacdo e eliminacdo de células apoptéticas e patdgenos. No
presente estudo, estratégias de adsorcdo (em diferentes pHSs) e interacdo covalente
(carboxil-amina) foram avaliadas para conjugar os PQs a uma MBL recombinante
(rhMBL). O conjugado mais eficiente foi escolhido através da marcacao de leveduras
de Candida albicans avaliada por citometria de fluxo. Os resultados indicaram que o
nanossistema obtido por adsorcdo em pH 6,0 foi 0 mais promissor, marcando
praticamente 100% das células com a maior mediana de intensidade de
fluorescéncia. Adicionalmente, o conjugado selecionado foi especifico, revelando
marcac0Oes de ca. 15,1, 13,8 e abaixo de 1% quando as leveduras foram incubadas,
respectivamente: (i) apds a inibicdo do sitio de reconhecimento de carboidrato
(DRC) da MBL conjugada aos PQ com manose, (ii) sem a adicéo de célcio e, (iii) na
presenca de EDTA. Pode-se concluir que foi desenvolvida uma ferramenta Optica

promissora para elucidar os papéis da MBL em diversos processos bioldgicos.

Palavras-chaves: fluorescéncia, conjugacao, nanossistema, carboidratos.
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1- INTRODUCAO

As lectinas sdo macromoléculas que reconhecem e se ligam a carboidratos
associados a lipidios e proteinas [1]. A interagdo altamente especifica entre
carboidratos e lectinas permite controlar e mediar uma infinidade de processos
bioldgicos, incluindo sinalizacdo celular, reconhecimento molecular, imunidade e
inflamacdo [2]. A integracdo das lectinas com nanoestruturas vem permitindo o
desenvolvimento de nanoplataformas capazes de elucidar o complexo papel
biolégico dessas proteinas e dos carboidratos. Dentre essas nanoestruturas,
destacam-se o0s pontos quanticos (PQs), especialmente por sua intensa
fluorescéncia, alta fotoestabilidade e superficie quimicamente reativa para
conjugacao com biomoléculas [3].

Nanoferramentas constituidas por PQs associados a lectinas como a
Concanavalina A (ConA), a Cramoll, a Ulex europeaus | (UEA-I), dentre outras, vém
sendo aplicadas com sucesso nha investigacdo da glicobiologia relacionada
processos normais e patolégicos. Dentre muitas aplicacdes, esses nanoconjugados
ja foram aplicados, por exemplo, no estudo da distribuicio de antigenos
eritrocitarios, do perfil de manose/glicose em tecidos de cancer e microorganismos e
para a identificacdo de células de leucemia entre outros [4,5,6]. A adsorcédo e a
interacdo covalente entre 0s grupos carboxil-amina estao entre as estratégias mais
aplicadas para conjugar os PQs as lectinas [7,8]. Essa associacdo é desafiadora,
pois € necessario manter as propriedades fluorescentes dos PQs e a funcéo
biolégica das moléculas. A conjugacao entre PQs e lectinas depende dos grupos
funcionais mais reativos presentes nos compostos utilizados. Ha lectinas que
conjugam mais efetivamente por adsor¢cao, como a ConA e a Cramoll, e ha aquelas
gue se associam mais eficientemente por interacéo covalente, como a UEA-I [4].

A lectina ligadora de manose (mannose-binding lectin - MBL) é uma
glicoproteina sérica, componente do sistema imune inato humano, capaz de se ligar
a superficies de microrganismos patogénicos atraves do seu dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC) [9]. A MBL pode reconhecer padrées de
acucares como manose, N-acetil-D-glicosamina, L-fucose, glicose e, menos
efetivamente, galactose [10,11]. A MBL também apresenta caracteristicas funcionais

analogas a da Clq e atua na ativacdo do sistema complemento, opsonizacgao,
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regulacdo da inflamacdo e depuracdo de células apoptéticas [12], e vem sendo
associada a processos infecciosos e inflamatorios.

Leikina e colaboradores, por exemplo, observaram a capacidade da MBL de
bloguear a fuséo viral do virus da influenza através da imobilizacdo de proteinas de
membrana [13]. Larvie e colaboradores demonstraram que a MBL é capaz de se
ligar a peptideos beta-amiloide, cujo acumulo no parénquima cerebral esta
relacionado com o desenvolvimento da doenca de Alzheimer [14]. J& Garred e
colaboradores reportaram que eritrocitos falciformes (HbSS) infectados pelo
Plasmodium falciparum séo reconhecidos pela MBL [15]. Além disso, Mendonca e
colaboradores sugeriram que deficiéncia de MBL contribuiria para o surgimento de
episodios vaso-oclusivos em pacientes acometidos dessa alteracdo genética [16].
Mais recentemente, Lima e colaboradores observaram que a MBL é capaz de
interagir com eritrécitos saudaveis, sugerindo também que essa proteina pode estar
desempenhando uma funcdo moduladora de membrana nessas células [17].

Assim, o grande impacto que a MBL possui em diversos mecanismos
biologicos, estimulou o desenvolvimento de uma nanossonda especifica e eficiente
composta por PQs carboxilados e MBL. Para tanto, foram avaliadas duas
abordagens de conjugacéo, por adsorcdo, sob diferentes pHs, e por interacao
covalente. Na escolha do conjugado mais efetivo foram utilizadas leveduras de
Candida albicans por ter parede celular rica em manose, um dos carboidratos
reconhecidos pela MBL. Além disso, uma completa combinacdo de ensaios foi
utilizada para certificar a especificidade do conjugado. Até onde vai Nnosso
conhecimento, esse é o primeiro conjugado constituido por PQs e MBL proposto.
Acreditamos que a nanoplataforma desenvolvida apresenta potencial para
desvendar e agregar novas informacdes sobre o papel dessa lectina frente aos

sistemas biolégicos.

2 - METODOLOGIA

2.1 - Sintese e Caracterizacdo Optica dos PQs de CdTe

A sintese dos nanocristais de telureto de cadmio (CdTe) foi realizada de
acordo com metodologia ja bem estabelecida, proposta por Cabral Filho et al., 2016
[18]. De forma resumida, inicialmente foi preparada uma solucdo de perclorato de
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cadmio [Cd(ClO4)2] contendo MSA (&cido mercaptosuccinico) como agente
estabilizante/funcionalizante, em agua ultrapura a pH > 10, sob atmosfera inerte com
nitrogénio (N2). Simultaneamente, o telUrio metalico (Te) foi reduzido para Te?
usando borohidreto de sédio (NaBH4), sob atmosfera inerte (N2) a 100 °C e em pH>
10, utilizando NaOH (2 M). Posteriormente, a solucdo contendo ions Te? foi
adicionada a de Cd?*/MSA para a formacgédo das nanoparticulas. Em seguida, para o
crescimento dos nanocristais, estes permaneceram sob agitagcdo por 6 horas e
aquecimento a 105 °C para obter PQs com emiss&o no vermelho. A propor¢cdo molar
usada nesta sintese foi de 5:1:6 (Cd:Te:MSA).

ApoOs sintetizados, a caracterizacdo Optica dos PQs foi realizada por
espectroscopias de absorcéo, usando espectrofotometro UV-Vis 1800 (Shimadzu), e
emissao, realizadas em espectrofluorimetro (LS 55 — PerkinElmer). O espectro de
fluorescéncia foi adquirido sob excitagdo (Aexc) em 488 nm. O tamanho e a
concentracdo dos PQs foram determinados usando o primeiro maximo de absorcéo,
a lei de Lambert-Beer e o coeficiente de extingdo para PQs de CdTe [19,20]. Todos
os reagentes utilizados para a sintese foram adquiridos pela Sigma-Aldrich.

2.2 - Conjugacdo dos PQs a rhMBL e Caracterizacédo Optica

Para a conjugacao foi utilizada uma MBL recombinante (rhMBL) adquirida da
Enzon Pharmaceuticals. Os PQs de CdTe foram conjugados a rhMBL por meio de
duas diferentes abordagens: (i) interacédo por adsorcéo entre os PQs e a rhMBL e (ii)
ligacdo covalente, baseadas em metodologias previamente desenvolvidas, com
algumas modificacbes [18,21,22].

Na conjugacao por adsorcéo, foram testadas suspensdes de PQs (1 mL) em
diferentes pHs (4,5; 6,0 e 7,0), ajustados com MSA (6,8 mg-mL™). Apds o ajuste do
pH de cada suspensdo, a lectina rhMBL (1 mg-mL™?) foi adicionada as suspensdes
para uma concentracdo final de 50 pg-mL? e, em seguida, os sistemas foram
mantidos sob agitacdo por 30 min, a temperatura ambiente (ca. 25 °C). Ap6s 30 min,
0s conjugados foram mantidos refrigerados (ca. 4 °C) por 7 dias.

Para a ligacdo covalente entre os PQs e a rhMBL, foram usados os agentes
de acoplamento 1-etil-3-(3-dimetilaminopril)  carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) para propiciar ligagbes quimicas entre terminais

carboxilicos presentes na superficie dos PQs e os grupos amina da rhMBL.



41

Primeiramente, o pH dos PQs foi ajustado para pH 6,0 também utilizando uma
solugdo MSA (6,8 mg-mL™"), uma vez que os agentes de acoplamento funcionam de
maneira mais eficaz em pH mais acido, proximo ao escolhido (HERMANSON, 2013).
Em seguida, 500 puL de EDC (0,4 mg-mL?) e 500 puL de NHS (1,1 mg-mL?) foram
adicionados a 1 mL de suspensdo de PQs. Ap6s 15 min, a rhMBL (1 mg-mL?) foi
adicionada, atingindo uma concentracéo final de 50 pug-mL*. Os conjugados também
foram incubados por 7 dias a ca. 4 °C.

Apés os 7 dias de incubacdo, os conjugados PQs-rhMBL foram lavados
utilizando filtros de ultracentrifugacédo (Vivaspin 6, 10 kDa, GE Healthcare), em
quatro ciclos de centrifugacéo, a 908 xg, por 6 min. Apds a lavagem, 0s conjugados
foram ressuspendidos para 0 mesmo volume e armazenados por 5 dias, a ca. 4 °C,
antes do uso. O conjugado mais efetivo também foi caracterizado por

espectroscopia de absorcdo e emissao, nas mesmas condi¢cdes que os PQs.

2.3 - Avaliagcdo dos Conjugados por Marcacdo de Leveduras de Candida
albicans

Para escolher a abordagem mais promissora para a conjugacdo, O0S
nanossistemas foram avaliados por meio de marcacdes de levedura de Candida
albicans, uma vez que suas paredes sao ricas em manose [23], tornando esses
sistemas bioldgicos adequados para avaliar a interacdo com os conjugados.

Para tanto, as leveduras C. albicans (ATCC 10231) foram cultivadas em caldo
Sabouraud dextrose por 24 h, a 37 °C, para posterior incubacdo com os conjugados.
Em seguida, as células foram centrifugadas (775 xg por 2 min), por 2 ciclos, e
ressuspendidas em solucédo salina isoténica (0,9% p/v) contendo ions calcio (1 mM),
pois a MBL é uma lectina que se liga mais efetivamente aos sistemas bioldgicos,
pela porcéo de reconhecimento de carboidratos (DRC), na presenca de calcio [15].

As suspensOes celulares de C. albicans (1 x 108 UFC-mL?) foram entdo
incubadas com conjugados (PQs-rhMBL) na proporcdo de 1:1 (50:50 pL), em
triplicatas, por 30 min, a temperatura ambiente. Apds a incubacdo, os sistemas
foram centrifugados (775 xg, por 30 s) e, em seguida, ressuspendidos em solucéo
salina isotbnica (0,9% p/v). Para este estudo, a marcacdo celular foi avaliada
guantitativamente por citometria de fluxo (NovoCyte ACEA Biosciences). A analise

citométrica foi realizada com excitacdo em 488 nm e a emissdo foi coletada
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utilizando o filtro 675/30 nm. Foram adquiridos 20.000 eventos, avaliando-se a
mediana de fluorescéncia (MIF) e a porcentagem de marcacdo. Os dados foram
expressos por média £ erro padrdo. Vale ressaltar que os conjugados preparados
por ligagdo covalente foram bloqueados, antes da incubagdo com as leveduras,
usando a base TRIS (concentracao final de 5 mM) por 2 h para evitar interacdes nao
especificas.

Dentre os conjugados testados nos diferentes pHs e abordagens, o que se
destacou como mais promissor, foi aquele visualmente mais estavel e mais efetivo
na marcacao das leveduras, foi escolhido como o mais eficiente, e, a partir dai,
prosseguiu-se com avaliacGes adicionais da especificidade do conjugado, conforme

detalhado abaixo.

2.4 - Avaliacado da Especificidade do Conjugado

Para verificar a especificidade dos conjugados, foram realizados os seguintes
ensaios (em triplicatas):
(i) Sistema 1: o conjugado foi incubado previamente com o acucar D-(+)-manose
(0,4 mol-L~" - Sigma-Aldrich) por 30 min, para que estes pudessem ocupar os sitios
de reconhecimento de carboidratos presentes na lectina impedindo a sua ligacdo a
superficie das leveduras e, assim, confirmar sua especificidade. Em seguida,
incubou-se as leveduras com o conjugado de PQs-rhMBL ja inibido na presenca de
calcio;
(i) Sistema 2: leveduras de C. albicans foram ressuspendidas em uma solucao
salina isotbnica (0,9% p/v) sem calcio antes da incubacdo com o conjugado, para
que fosse possivel avaliar a influéncia desses ions na interagdo do conjugado com a
superficie das células;
(i) Sistema 3: o conjugado foi incubado com as células de C. albicans em meio
contendo tampdo com adicdo de EDTA (0,2 mM), um composto organico com
capacidade de agir como quelante de ions calcio presentes no meio, 0s quais seriam
necessarios para a interagcado da rhMBL com os agucares da superficie da célula pelo
DRC, antes do conjugado ser adicionado ao sistema.

Apés incubacéo, realizada da mesma forma que na se¢do 2.3, 0s sistemas
foram, entdo, centrifugados (775 xg por 30 s), e apOs essa etapa, foram

ressuspendidos em solucéo salina isotdnica (0,9% p/v) para avaliacdo por citometria
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de fluxo segundo secdo 2.3. Nesses ensaios foi utilizado o citdmetro Accuri™ C6 —
Becton Dickinson com excitacdo em 488 nm e detecc¢éao pelo filtro FL3 — 670 nm/LP.
Foram também coletados 20.000 eventos. Foi analisada a porcentagem de
marcagcdo expressa por meédia * erro padrdo. Adicionalmente, as leveduras
incubadas com o conjugado escolhido e com os sistemas 1 e 3 foram analisadas por
microscopia de fluorescéncia (DMI 4000B, Leica). Para tanto, foram utilizados o filtro

de excitacdo 560/40 nm e o filtro de emisséo 645/75 nm.

3 - RESULTADOS

3.1 - Avaliacao das Estratégias de Bioconjugacao

Nessa etapa foram avaliados os conjugados preparados em pHs 4,5; 6,0 e
7,0 a partir do método de adsorcéo, e o conjugado em pH 6,0, utilizando a estratégia
de ligacdo covalente. As porcentagens de marcacdo, bem como as MIFs, estéo
apresentadas na Tabela 1. Vale ressaltar que todos esses ensaios foram realizados
na presenca de calcio. Dentre os conjugados testados, foi escolhido como o mais
promissor o conjugado preparado por adsor¢cdo em pH 6,0, por ter apresentado a
maior porcentagem e maior MIF de marcacdo. No entanto, os conjugados
preparados por ligacdo covalente e adsor¢cdo em pH 7,0 também apresentaram
potencial.

Tabela 1. Médias das porcentagens de marcagcdo e MIFs para leveduras de C. albicans

apo6s incubacdo com os conjugados preparados por adsor¢do e ligacao covalente.

Estratégia | pH Porcentagem (%) MIF (u. a.)
Adsorcao 45 69,0+9,2 (2,6+0,3) x 10*
Adsorcdo | 6,0 99,0£0,2 (84 + 10) x 104
Adsorcédo | 7,0 99,0+0,1 (34+£0,1) x 10*
Covalente | 6,0 98,0+0,1 (17+£0,2) x 10*

Nossos resultados de conjugacdo por adsorcdo indicaram que o pH esta
influenciando a interacdo entre a MBL e os PQs. A adsor¢do entre nanoparticulas e

biomoléculas pode ser mediada, por exemplo, por forcas eletrostaticas, interacdes
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hidrofobicas, forcas de Van der Waals e pontes de hidrogénio [24]. Quais dessas
interacOes vao exercer um papel mais significativo na conjugacéo, depende, dentre
outros fatores, da carga dos PQs e do ponto isoelétrico (pl) da biomolécula [25,26].

Tendrio et al. e Cunha et al. prepararam conjugados efetivos por meio da
adsorcao entre PQs e as lectinas ConA e Cramoll, respectivamente, as quais, assim
como a MBL, também tém afinidade por manose. Embora a ConA e a Cramoll
possuam também semelhancas estruturais, essas lectinas possuem diferentes pls.
O pl da ConA é ca. 5,7 e da Cramoll é ca. 8,5. Tendrio et al. reportaram uma
conjugacao efetiva em pH 8,0, enquanto Cunha et al. conjugaram efetivamente a
Cramoll aos PQs em pH 7,0. Ambos autores utilizaram PQs carboxilados,
negativamente carregados. Como uma biomolécula apresenta carga elétrica
resultante positiva quando esta em um meio com pH menor que o pl, Cunha et al.
sugeriram que as forcas eletrostaticas, diferentemente do que ocorre para a ConA,
seriam as interacdes predominantes na ligacédo entre os PQs e a Cramoll [21,22].

Os PQs aqui utilizados sao também carboxilados e, portanto, negativamente
carregados nos pHs estudados. O pl da MBL humana encontra-se entre 5,4 e 5,8.
Assim, os resultados reportados por Tendrio et al. [21] e Cunha et al. [22] em
conjunto com os nossos dados — que indicaram conjugacdes mais efetivas em meio
com pH = ao pl — pode-se sugerir que as forcas eletrostaticas provavelmente nao

sao as intera¢des predominantes na ligacéo dessa lectina aos PQs.

3.2 - Caracterizacdo Optica dos PQs e do Bioconjugado

A suspensdo de PQs de CdTe apresentou um espectro de absorcéo
caracteristico, com um primeiro maximo em 600 nm (Figura 1A). Além disso, os
nanocristais apresentaram um intenso maximo de emissdo em 649 nm e uma
largura maxima a meia altura (do inglés full width at half maximum — FWHM) de
cerca de 72 nm, como representado na Figura 1B. Os PQs apresentaram um
tamanho médio de aproximadamente 3,5 nm [20]. Com base na Lei de Lambert -
Beer e usando o coeficiente de extingdo molar para os PQs CdTe [19], a
concentracéo estimada foi de aproximadamente 3,4 uM.

Um parametro importante a ser analisado apés a conjugacdo € a manutengao
das propriedades 6pticas do conjugado. A caracterizacdo Optica realizada para o
conjugado escolhido indicou que ndo houve mudancas consideraveis no FWHM e
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nem no perfil de absor¢cdo desse nanossistema (Figuras 1A e 1B). Também nao
foram observados redshift ou blueshift na fluorescéncia da nanossonda
desenvolvida. A diminuicdo da intensidade de emissdo do conjugado foi muito
pequena em relacdo aos PQs. Um perfil espectroscopico semelhante foi também
observado, por exemplo, por Tendrio e co-autores na conjugacao da ConA aos PQs
[21].
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Figura 1. Espectros de absorcédo (A) e emissdo (B) dos PQs (em preto) e do conjugado
preparado por adsor¢cdo em pH 6,0 (em vermelho). Os espectros de emissdo foram
adquiridos com excitacdo em Aexc = 488 nm.

3.3 - Avaliacao da Especificidade do Conjugado

ApoOs a escolha do conjugado mais efetivo, foram realizados ensaios de
especificidade comparando as incubacfes apds inibicdo com mondmeros de
manose na presenca de calcio (sistema 1), sem a adicao de calcio (sistema 2) e com
EDTA (sistema 3) — secédo 2.4 — com a marcacao realizada com os conjugados PQs-
rhMBL com calcio. Os resultados dessa avaliacdo encontram-se na Figura 2 abaixo.
Foi confirmado que o conjugado preparado por adsorcdo em pH 6,0 foi capaz de
marcar aproximadamente 99% das leveduras na presencga do ion (Figura 2A). Em
contraponto, apds incubacdes com os sistemas 1, 2 e 3, 0s percentuais de
marcacgao reduziram consideravelmente para cerca de 15,1 + 1,4%, 13,8 + 0,3% e
abaixo de 1%, respectivamente (Figuras 2B, 2C e 2D). Vale ressaltar que o sistema
com EDTA se apresentou fluorescente sob observagéo visual em luz UV (365 nm).
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Figura 2. Histogramas de C. albicans incubadas com o conjugado PQs-rhMBL (adsorcéo pH
6,0) na presenca de calcio (A), apos inibicdo com manose — sistema 1 (B), sem adi¢do de
calcio — sistema 2 (C) e com EDTA - sistema 3 (D).

Resultados semelhantes também foram encontrados nos estudos de Oliveira
et al. [27], para os quais leveduras de C. albicans foram eficientemente marcadas
apos incubacdo com conjugados de PQs-Cramoll e uma reducdo de marcacao
semelhante foi observada apés incubagdo com nanossistemas inibidos por methyl-a-
D-manopiranosideo.

Portanto, nossos resultados indicam que o conjugado de PQs-rhMBL
escolhido além de ser eficiente, apresenta especificidade. E relatado na literatura
que a MBL reconhece patdgenos, como a C. albicans, pela sua por¢do DRC [9].
Além disso, a MBL se liga com maior avidez pelo DRC na presenca de célcio, pois
esses ions permitem que essa porcao da lectina forme pontes coordenadas com 0s
grupos 3- e 4- hidroxila dos agucares (D-manose, N-acetil-D-glicosamina e L-fucose,
por exemplo) expostos nas superficies de microorganismos e outras células que
possuam carboidratos deste tipo para reconhecimento [9, 28]. Assim, ao incubar o

conjugado com mondmeros de manose, os DRCs da lectina sdo preenchidos
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diminuindo a interacdo dos nanossistemas com as leveduras (Figura 2B).
Corroborando essa observacao, ao utilizar EDTA, a MBL néo foi capaz de formar
pontes coordenadas com os carboidratos, ndo sendo assim capaz de se ligar a C.
albicans (Figura 2D). As lectinas ConA e Cramoll também sdo conhecidas por
apresentar maior avidez ao se ligar pelo DRC na presenca de calcio. No entanto, 0s
estudos de Tendrio et al., [21] Cunha et al. [22] e Oliveira et al. [27] indicaram que
conjugados formados por PQs e lectinas nativas dessas espécies foram capazes de
marcar mais de 90% de leveduras de C. albicans sem a adicdo de calcio. Os
resultados da Figura 2C indicam entdo que a MBL recombinante utilizada nesse
estudo é mais dependente desse ion para reconhecer os acucares pelo DRC, do

que as lectinas ConA e Cramoll nativas que também tém especificidade por manose,

por exemplo.

Figura 3. Imagens de microscopia de fluorescéncia de leveduras de C. albicans incubadas
com o conjugado PQs-rhMBL na presenca de calcio (A); ap0s inibicdo do conjugado —

sistema 1 (B) e com EDTA - sistema 3 (C). Barra de escala: 7 um.

A efetividade e especificidade da interacdo dos conjugados com as leveduras
de C. albicans foram também analisadas por microscopia de fluorescéncia. A Figura
3 mostra uma marcacdo intensa e homogénea das paredes das células pelos
conjugados em pH 6,0, indicando mais uma vez a eficiéncia da conjugag¢édo da MBL
com os PQs CdTe, obtida por adsorcdo em pH 6,0 (Figura 3A). Apds incubagdo com
o sistema 1 (inibido), foi possivel visualizar uma marcagdo menos efetiva e
heterogénea, com agregados de conjugados aderidos as paredes das células
(indicado pelas setas) (Figura 3B). JA para o sistema 3, ndo foi praticamente
observado sinal fluorescente apds incubacdo com EDTA, sendo visualizada apenas

a autofluorescéncia das células (Figura 3C). Assim, esses resultados por
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microscopia corroboram os obtidos por citometria de fluxo. Dessa forma, podemos
também concluir que a conjugacdo por adsor¢cdo em pH 6,0 resultou em um
conjugado de PQs-rhMBL eficiente e especifico que apresentou-se como uma

ferramenta versatil e promissora para estudos biolégicos.

4 - CONCLUSAO

Os PQs de CdTe foram conjugados com sucesso a lectina rhMBL por
adsorcao em pH 6,0. Os conjugados apresentaram intensa fluorescéncia, eficiéncia
e especificidade na marcacéo fluorescente — por citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia — de leveduras de C. albicans na presenca de célcio. Esses resultados
indicaram que essa lectina recombinante é altamente dependente desse ion para
uma efetiva ligagdo com esse sistema biolégico pela porcdo DRC. Assim, o
conjugado desenvolvido apresenta versatilidade e potencial para ser utilizado na

compreensao do papel da MBL em diversos processos biologicos.
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5 - CONCLUSAO

v Foram sintetizados PQs de CdTe estabilizados/funcionalizados com AMS
coloidalmente estaveis, com intensa fluorescéncia, na regido espectral do
vermelho, com didametro médio de 3,5 nm.

v'  Apo6s avaliacdo de diferentes estratégias para conjugar a rhMBL aos PQs, o
melhor conjugado foi obtido pelo método de adsorcdo, em pH 6,0, e este foi
capaz de marcar eficientemente leveduras de C. albicans;

v' O conjugado escolhido manteve as propriedades Opticas semelhantes as
observadas para os PQs;

v' ApOs ensaios de inibicdo do conjugado, incubacdo sem calcio e com calcio e
com a adicdo de EDTA, verificou-se que o nanossistema desenvolvido foi capaz
de se ligar especificamente aos carboidratos expressos nas paredes das
leveduras de C. albicans. Também foi observado que o calcio € fundamental no
reconhecimento de carboidratos pela rhMBL pela sua por¢cdo DRC;

v' Dessa forma, conclui-se que foi obtido um bioconjugado PQs-rhMBL eficiente e
especifico que demonstrou ser uma ferramenta pratica e versatil para auxiliar em
estudos da glicobiologia e capaz de ser aplicado em diversas éareas da

biomedicina.
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