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RESUMO

Lectinas sdo proteinas capazes de reconhecer e se ligar de forma especifica, porém
reversivel, a monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos e ainda
glicoconjugados. Uma vez conjugadas a fluoréforos, podem constituir sondas
interessantes para estudos glicobioldgicos. Este trabalho descreve o desenvolvimento
de dois novos nanoconjugados baseados em pontos quanticos (quantum dots, QDSs)
carboxilados conjugados a lectina das folha de Schinus terebinthifolia (SteLL) ou a
lectina da sarcotesta de Punica granatum (PgTel). Devido a sua complexa
glicocomposicéao, células de Cryptococcus neoformans foram escolhidas para avaliar
a eficiéncia dos nanoconjugados. Inicialmente, as lectinas foram purificadas e tiveram
seus pontos isoelétricos (pl) determinados. As conjugages ocorreram via adsorgao
em diferentes valores de pH e os parametros Opticos (emissdo e absorcao),
fluorescéncia relativa (FR) e atividade hemaglutinante (AH) foram analisados. A
estabilidade das lectinas nos conjugados frente a agentes desnaturantes foi
investigada por meio de fluorimetria. Por fim, as marcag¢des de C. neoformans foram
guantificadas por citometria de fluxo e observadas por meio de microscopia de
fluorescéncia. SteLL apresentou pl de 5,7 e PgTeL 6,5. Os conjugados QDs-StelLL e
QDs-PgTeL obtidos em pH 7,0 e 8,0, respectivamente, mostraram auséncia de
precipitados e permaneceram funcionais (testados através da atividade
hemaglutinante) no periodo de pelo menos 9 meses, amplo espectro de absor¢cao e
estreito de emissao, além de uma intensa fluorescéncia. A FR confirmou a conjugacao
e 0 ensaio de AH indicou que a capacidade de ligagcéo a carboidrato das lectinas foi
preservada ap0s a conjugacdo. Quando conjugadas, SteLL e PgTeL mostraram
estabilidade frente a altas concentracBes de ureia e aquecimento. Foi possivel
observar marcacfes acima de 90% das células de C. neoformans por citometria de
fluxo, o que foi confirmado por microscopia de fluorescéncia. A marcacdo de C.
neoformans por conjugados foi inibida por glicoproteinas (fetuina, ovalbumina e
azocaseina), sugerindo interacdes especificas através do sitio de ligacdo de
carboidratos das lectinas. Em concluséo, um protocolo eficaz para a conjugacéao de
SteLL ou PgTeL com QDs foi desenvolvido, resultando em duas novas nanossondas

Uteis para estudos glicobioldgicos.

Palavras-chave: Fluorescéncia; Bioconjugacao; Fungos; Nanotecnologia; Lectinas.
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ABSTRACT

Lectins are protein to recognize and bind specifically, but reversibly, to
monosaccharides, oligosaccharides, polysaccharides, and even glycoconjugates.
Once conjugated to fluorophores, they can constitute interesting probes for
glycobiological studies. This study describes the development of two new
nanoconjugates based on carboxylated quantum dots (QDs) conjugated to Schinus
terebinthifolia leaf lectin (SteLL) or to the lectin of Punica granatum sarcotesta (PgTeL).
Due to their complex glycocomposition, Cryptococcus neoformans cells were chosen
to evaluate the efficiency of the nanoconjugates. Initially, the lectins were purified and
had their isoelectric points (pl) determined. The conjugations occurred via adsorption
at different pH values and the optical parameters (emission and absorption), relative
fluorescence (RF), and hemagglutinating activity (HA) were analyzed. The stability of
lectins in the conjugates against denaturing agents was investigated by means of
fluorometry. Finally, C. neoformans labeling was quantified by flow cytometry and
observed by fluorescence microscopy. SteLL presented pl of 5.7 and PgTeL 6.5. The
QDs-SteLL and QDs-PgTeL conjugates obtained at pH 7.0 and 8.0, respectively,
showed the absence of precipitates for at least 9 months, broad absorption spectrum
and narrow emission, in addition to intense fluorescence. The RF confirmed the
conjugation and the HA assay indicated that the carbohydrate binding capacity of the
lectins was preserved after conjugation. When conjugated, SteLL and PgTelL showed
stability against high concentrations of urea and heating. It was possible to observe
labeling above 90% of C. neoformans cells by flow cytometry, which was confirmed by
fluorescence microscopy. The labeling of C. neoformans by conjugates was inhibited
by glycoproteins (fetuin, ovalbumin and azocasein), suggesting specific interactions
through the carbohydrate binding site of lectins. In conclusion, an effective protocol for
the conjugation of SteLL or PgTeL with QDs has been developed, resulting in two new

nanoprobes useful for glycobiological studies.

Keywords: Fluorescence; Bioconjugation; Fungi; Nanotechnology; Lectins.
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1 INTRODUCAO

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas que possuem pelo
menos um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) nao-catalitico,
apresentando diferentes estruturas moleculares, propriedades bioquimicas e
biofisicas e, consequentemente, funcdes biolégicas diversas. Elas sdo capazes de
reconhecer e se ligar de forma especifica, porém reversivel, a monossacarideos,
oligossacarideos (ancorados/ligados a estruturas glicosiladas) e polissacarideos
(LANNOO; VAN DAMME, 2010; TSANEVA; VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019; VAN
DAMME, 2020).

Ha mais de 30 anos, o Laboratoério de Bioguimica de Proteinas (anteriormente
Laboratério de Glicoproteinas) vem trabalhando com purificagcdo e aplicacfes
biotecnoldgicas de lectinas vegetais e animais. Dentre as muitas proteinas purificadas
pelo grupo, encontram-se SteLL e PgTeL. SteLL é uma lectina isolada das folhas de
Schinus terebinthifolia, que possui massa molecular de 14 kDa e atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e antifingica contra
Candida albicans (GOMES et al, 2013). SteLL se mostrou uma agente
imunomodulador capaz de alterar a liberacéo de interleucinas (IL-6, IL-10, IL-17A),
fator de necrose tumoral (TNF-a), oxido nitrico e anion superoxido por macrofagos
murinos infectados com Staphylococcus aureus (LIMA et al., 2019). Além disso, StelL
nao apresentou toxicidade para esplendécitos murinos e os estimulou a liberar citocinas
pro-inflamatorias [IL-2, IL-17A, TNF-o e interferon-gama (IFN-y)] e também IL-4, uma
citocina anti-inflamatéria que pode prevenir a inflamacéo exacerbada (SANTOS et al.,
2020). Finalmente, SteLL inibiu o desenvolvimento do sarcoma 180 em camundongos
e mostrou atividade antinociceptiva em animais com a mesma neoplasia (RAMOS et
al., 2019; RAMOS et al., 2020).

PgTeL é uma lectina isolada da sarcotesta de Punica granatum com massa
molecular nativa de 26 kDa (SILVA et al., 2016; Silva et al., 2022). A PgTeL foi relatada
como um agente antimicrobiano interessante, mostrando (i) acdo fungicida contra
Candida albicans e Candida krusei (SILVA et al., 2018); (ii) atividades bactericida e
antibiofiilme em isolados clinicos de Staphylococcus aureus néo resistentes e
resistentes a meticilina (SILVA et al., 2019a); e (iii) atividade antibacteriana contra

isolados de Escherichia coli produtores de B-lactamases, inclusive em sinergismo com
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antibidticos (SILVA et al., 2019b). Além disso, PgTeL inibiu a adeséo e a capacidade
invasiva de bactérias patogénicas humanas as células de adenocarcinoma cervical
(HeLa) (SILVA et al., 2016).

A capacidade de ligar-se a carboidratos presentes nas superficies celulares
confere uma gama de propriedades bioldgicas as lectinas. Essas propriedades tém
sido exploradas para varios fins biotecnologicos e biomédicos (DAN et al., 2016;
COELHO et al., 2017; SINGH; WALIA, 2018). Quando conjugadas a outras moléculas
ou fluoréforos, mostram-se como: (i) ferramentas interessantes no diagnostico e
progndstico de doengas como cancer; (i) sondas histoquimicas para reconhecimento
diferencial de tecidos, bem como (iii) ferramentas multifuncionais para marcagao e
identificacdo de células (LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-
MORENO, 2017; DANG et al., 2020). Além disso, os papéis biolégicos dos
carboidratos, particularmente aqueles associados a proteinas e lipidios em superficies
celulares, podem ser elucidados por meio de investigagdes usando lectinas (SILVA et
al., 2018; ABDEL-HAQ, 2019).

Os pontos quanticos, do termo em inglés quantum dots (QDs), séo nanocristais
de semicondutores com propriedades fluorescentes que podem ser associados com
biomoléculas ou mesmo outras nanoparticulas, oferecendo diversos beneficios sobre
0s corantes organicos, como maior fluorescéncia e alta resisténcia a fotodegradacao
(CUNHA et al., 2018a; OLIVEIRA et al., 2020a). QDs tém sido amplamente aplicados
nas Ciéncias da Vida devido as suas exclusivas propriedades fisico-quimicas além de
serem nanomateriais vantajosos para ensaios com multiplas marcacdes devido a
combinacdo de uma ampla banda de excitacao e espectros de emissao estreitos, que
€ simétrico e sintonizavel de acordo com o tamanho das nanoparticulas (MATTOUSSI;
PALUI; NA, 2012; REES et al.,, 2020). Dado que as lectinas SteLL e PgTelL
apresentam diferentes atividades bioldgicas, suas conjugacfes com QDs podem criar
nanossondas fluorescentes (QDs-SteLL e QDs-PgTel) Uteis para monitorar sua agcao
nos sistemas biologicos. Nesse sentido, neste trabalho apresentando duas novas
nanossondas baseadas em quantum dots carboxilados e as lectinas SteLL e PgTelL

bem como, suas respectivas caracterizac¢oes.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver nanossistemas baseados em pontos quanticos (quantum dots,
QDs) carboxilados e lectinas SteLL e PgTeL para aplicacbes em estudos

glicobiolégicos.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar as lectinas StelLL e PgTeL e determinar o ponto isoelétrico de ambas;

¢ Sintetizar QDs de CdTe carboxilados e realizar sua caracterizacao optica;

e Bioconjugar QDs-SteLL e QDs-PgTeL e caracteriza-los opticamente e por
atividade hemaglutinante;

e Confirmar a bioconjugacao por ensaio fluorescente em microplaca;

e Avaliar a estabilidade das lectinas nos conjugados em diferentes condicdes;

e Avaliar o potencial de marcacdo dos conjugados em sistema modelo utilizando
leveduras de Cryptococcus neoformans.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 LECTINAS VEGETAIS

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas que possuem pelo
menos um dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) néo-catalitico,
apresentando diferentes estruturas moleculares, propriedades bioquimicas e
biofisicas e, consequentemente, funcdes biolégicas diversas. Elas sao capazes de
reconhecer e se ligar de forma especifica, porém reversivel, a monossacarideos,
oligossacarideos (ancorados/ligados a estruturas glicosiladas) e polissacarideos
(LANNOO; VAN DAMME, 2010; TSANEVA; VAN HOLLE; VAN DAMME, 2019; VAN
DAMME, 2020). As interacdes de lectinas com carboidratos de superficies celulares
podem desencadear alteracdes celulares, o que resulta em uma gama de atividades
biologicas. Nas plantas, elas estdo envolvidas no reconhecimento de invasores e,
portanto, fazem parte do sistema de defesa contra patdégenos, fitopatégenos e
microrganismos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995; DE SCHUTTER; VAN DAMME,
2015).

As lectinas podem ser encontradas e extraidas de plantas a partir dos mais
diversos tecidos, como: sementes; flores; folhas; bulbo; cascas; entrecascas; frutos;
raizes, dentre outras estruturas (SILVA et al., 2016; PATRIOTA et al., 2017). Além
disso, através de técnicas como expressao heteréloga, essas moléculas podem ser
produzidas em vetores em condi¢cdes controladas, como bactérias, fungos e células
vegetais (VAREJAO et al., 2010; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-
MORENO, 2017). Os primeiros relatos sobre proteinas isoladas de plantas com
propriedades de aglutinar hemécias (hemaglutininas) se deu em 1888, com a
purificacdo de uma proteina toxica das sementes de Ricinus communis, conhecida
como ricina (STILLMARK, 1888).

As lectinas podem ser classificadas com base na localizagao subcelular, onde
sdo divididas em dois grandes grupos: O primeiro contém as sintetizadas nos
ribossomos ligados ao reticulo endoplasmatico, sendo transportadas para 0s
vacuolos, depositadas na parede celular ou exportadas para o espago extracelular. No
segundo grupo estdo as sintetizadas sem um peptideo sinal, sendo traduzidas nos

ribossomos livres, permanecendo no citoplasma ou podendo ser translocadas para o
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nucleo (LANNOO et al., 2010). Elas também podem ser classificadas com base na
estrutura molecular: merolectinas, quando possuem um Unico dominio lectinico e,
dessa forma, ndo apresentam atividade aglutinante; hololectinas, que possuem dois
ou mais dominios ligadores de carboidratos; quimerolectinas, que possuem um
dominio que liga a carboidratos e outro que possui atividade biologica diversa; e as
superlectinas, quando apresentam multiplos dominios com diferentes especificidades
de ligacdo a carboidratos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Outra forma de
classificagao (Tabela 1) é aquela que engloba as “familias de lectinas”, sendo elas:
Lectina Agaricus bisporus (ABA); Amarantina; Aglutinina relacionada a quitinase
(CRA); Cianovirina; Lectina Euonymus europaeus (EUL); Lectina de Galanthus nivalis
(GNA); Heveina; Jacalina; Lectinas de leguminosas; LysM; Lectina de Nicotiana
tabacum (Nictaba); Ricin-B (BONNARDEL et al., 2020; VAN DAMME, 2021).

Tabela 1 - Dominio de ligagéo e propriedades das familias de lectinas vegetais.

; 5 L Estrutura
. Ligantes sacarideos Localizagéo na o )
Familia . i tridimensional do
tipicos célula - )
dominio da lectina
Lectina Agaricus GIcNAc / GalNAc, Ndcleo, ]
) i ) sanduiche
bisporus (ABA) galactose, antigeno T citoplasma
_ ’ Nucleo,
Amarantina GalNAc, antigeno T ; B-trevo
citoplasma
Aglutinina relacionada a N-glicanos de alta Vacuolo, ligado a ]
N Barril TIM
quitinase (CRA) manose membrana
i . Manose, N-glicanos de i Folha B de fita tripla e
Cianovirina Nucleo
alta manose grampo (3
_ Galactosideos, N- )
Lectina Euonymus ) Nucleo,
glicanos com alto teor ) WL
europaeus (EUL) citoplasma
de manose
Manose, 5 5
) ; 5 Vacuolo, nucleo,
Lectina de Galanthus oligossacarideos de i :
o i citoplasma ou B-prisma
nivalis (GNA) manose, N-glicanos de i
membrana ligada
alta manose
Motivo estrutural
comum de 30-43
) Quitina, (GIcNAc) n, i residuos, rico em
Heveina . . Vacuolo o o
acido sialico glicina e cisteina em

posi¢cdes altamente
conservadas,
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organizado em torno
de um nucleo de

guatro dissulfeto

Manose / N-glicano de 5
Nucleo,
) alta manose ou ; :
Jacalina ; citoplasma, B-prisma
galactose / N-glicano i
vacuolo
complexo

Manose / glicose,
Galactose / GalNAc,
(GlIcNAC) n, fucose,

Lectinas de leguminosas o o citoplasma ou sanduiche B
acido sialico, alta

Vacuolo, nacleo,

i membrana ligada
manose e N-glicanos

complexos

. Vacuolo, nicleo,
Quitina, (GIcNAC) n, i
LysM i ) citoplasma ou estrutura f-0-0-f
peptidoglicano )
membrana ligada

(GIcNAC) n, alta

Lectina de Nicotiana ] Nucleo,
. manose e N-glicanos ] WL
tabacum (Nictaba) citoplasma
complexos
Galactose / GalNAc, 5 5
o o Vacuolo, nucleo,
Ricin-B Galactose sialilada / B-trevo

citoplasma
GalNAc

Fonte: TSANEVA et al. (2020)

3.2 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

O uso irracional e indiscriminado de agentes antimicrobianos favorece o
surgimento de novas cepas resistentes. Esses microrganismos frequentemente,
desenvolvem mecanismos de resisténcia como forma de escapar das acbes sobre
danos ou morte celular e, sdo responsaveis por aumentar as infecgcdes nosocomiais e
a taxa de mortalidade por essas doencas (COELHO et al., 2018).

Existem diversos relatos de lectinas como agente antibacteriano (Tabela 2). A
acao antibacteriana pode ser devido a interacdo da lectina com algumas estruturas da
parede celular como; acidos teicoicos e teicurdnicos, peptideoglicanos e
lipopolissacarideo (LPS) (PAIVA et al., 2010). Essas proteinas também podem induzir
efeitos deletérios no combate a biofilmes microbianos, por exemplo (COELHO et al.,

2018). Além disso, j& foram relatadas mudangcas no crescimento, sobrevivéncia,
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adesdo e capacidade invasiva de bactérias patogénicas humanas decorrentes da

interacao lectina-microrganismo (SILVA et al., 2018).

Quando se trata de infeccbes, alguns pesquisadores correlacionaram a
ativacao de células do sistema imunoldgico por lectinas com o aumento da expressao
de receptores Toll-like (TLRs) (SILVA; CORREIA, 2014). Os receptores TLR sao um
grupo de proteinas que desempenhar um papel fundamental no sistema imunolégico
inato para a deteccao de moléculas expressas por patdgenos altamente conservadas.
ConBr e CFL, lectinas ligadoras de glicose/manose isoladas das sementes Canavalia
brasiliensis e Cratlylia argentea, respectivamente, foram avaliadas frente a
macrofagos peritoneais de camundongos infectados com Salmonella enterica sorovar
Typhimurium. Os autores observaram que além da reducdo da carga bacteriana, as
lectinas estimularam a producdo das citocinas IL-18, TNF-a e IL-6, que possuem perfil pro-
inflamatorio, repercutindo no aumento da expressao de receptores TLR-4 e TLR-9
(BATISTA et al., 2017). O receptor TLR-4 atua no reconhecimento de LPS, jao TLR-9
reconhece dinucleotideos ndo metilados, os quais sdo relativamente comuns em
genomas bacterianos e virais (KRIEG, 2007; SILVA; CORREIA, 2014).

As infeccbes fungicas sdo outra grande problematica. Apesar do uso de
antifangicos, infeccbes invasivas sao responsaveis por altas taxas de morbidade e
mortalidade (ENOCH et al., 2017). Em células fungicas, a composicao da parede afeta
diretamente suas funcgdes e interagcdes com o meio ambiente (GOW; LATGE; MUNRO,
2017). Acredita-se que as interacdes de lectinas com residuos de N-acetilglicosamina
(monossacarideo constituinte da quitina), ou ainda glicanos de manose, glicose e
galactose presentes na parede celular dos fungos, resulta em acdes deletérias sobre
0 crescimento e desenvolvimento desses microrganismos (BRAGA et al.,, 2015;
GARCIA-RUBIO et al., 2020). A inibigdo do crescimento de fungos pode ser resultado
da ligacao da lectina as hifas causando uma ma absorcaode nutrientes, bem como por
interferéncia no processo de germinagéo dos esporos oucomprometimento da sintese

e/ou deposicao de quitina na parede celular (COELHO et al., 2017).

ArtinM, uma lectina ligadora de glicanos de manose isolada das sementes
de Artocarpus heterophyllus, teve seu efeito avaliado em infec¢ao por C. albicans. Os

autores observaram que a ArtinM foi capaz de induzir a producgao de IL-


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-albicans
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-albicans
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12, IFN-y e IL-17 em macrofagos (CUSTODIO et al., 2011). Em estudo utilizando
extrato de Artocarpus heterophyllus, o qual possui duas lectinas (ArtinM e Jacalina),
foi observado também que camundongos pré-tratados com o extrato e que receberam
uma dose letal (102 células/mL de PBS) de C. albicans apresentaram 90% de
sobrevivéncia quando comparados aos grupos tratados apenas com PBS ou jacalina
(20% de sobrevivéncia). Sendo assim, os autores sugerem que o efeito majoritario
observado foi devido a ArtinM presente no extrato e que ela € capaz de induzir

respostas imunes protetoras Thl e Th17 contra a infeccao por C. albicans.

Além de fornecer diferentes estratégias ao combate desses microrganismos, as
lectinas também podem ser uma importante ferramenta para estudos de composi¢ao
glicobiolégica. A lectina de sementes de Cratylia mollis (Cramoll 1,4), porexemplo, foi
utilizada para avaliacédo do perfil glicose/manose em diferentes espéciesde Candida
(glabrata, albicans e parapsilosis) quando conjugada a QDs, sendopossivel determinar
um maior teor de glicose/manose nas leveduras de C. parapsilosis(OLIVEIRA et al.,
2020a).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/interleukin-17
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/candida-albicans

Tabela 2 - Atividade antimicrobiana de algumas lectinas de origem vegetal isoladas e investigadas pelo Laboratério de Bioquimica de Proteinas (BioProt) da

Universidade Federal de Pernambuco.

Lectina Glicoafinidade Microrganismos Efeitos Referéncia
(Bactérias e fungos)
MuLL, MuBL e Quitina, Staphylococcus aureus nao Reducéo de crescimento e (MOURA et al.,
MuHL- folhas, casca Glicoproteinas resistentes e multirresistentes viabilidade celular. MuHL foi capaz 2021)
e cerne de de reduzir a producéo de biofilme.
Myracrodruon
urundeuva
PelLL —folhas de Manose e Galactose  Pectobacterium sp, P. carotovorum Bactericida e fungicida (SILVA et al.,
Portulaca elatior brasiliensis, P. carotovorum, 2021)
Candida albicans, C. krusei, C.
tropicalis, C. parapsilosis
WSMolL - Quitina, Glicose, Enterococcus faecalis, Klebsiella Morte celular, alteracdbes na (CORIOLANO
sementes de Moringa Fucose pneumoniae, Serratia sp., permeabilidade da membrana. et al, 2020;
oleifera Micrococcus luteus, Candida Agente fungistatico e fungicida com SANTOS et al.,
albicans, C. krusei, C. glabrata, C.  efeitos despolarizantes na 2021)
parapsilosis membrana mitocondrial.
PeRoL - Raizes de Trealose, galactose, Enterococcus Bacteriostatica e fungicida (SILVA et al.,
Portulaca elatior glicose, manose, faecalis , Pseudomonas aeruginosa, 2019)

N- acetilglucosamina,
tireoglobulina e
fetuina

Staphylococcus aureus, Candida
albicans, C. krusei, C. tropicalis, C.

parapsilosis


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enterococcus-faecalis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/enterococcus-faecalis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pseudomonas-aeruginosa
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-aureus

Casul- folhas de
Calliandra

surinamensis

ApuL- inflorescéncia

de Alpinia purpurata

PgTeL — Sarcotesta
de Punica granatum

Manose , Glicose,
Albumina,

Ovoalbumina, Fetuina

Ovoalbumina, Fetuina

Quitina, fetuina,
azacaseina e

ovoalbumina

Escherichia coli, Staphylococcus
aureus resistente a oxacilina,
Staphylococcus saprophyticcus.
Candida albicans, Candida glabrata,
Candida krusei e Candida
parapsilosis. Isolados de
Staphylococcus e Escherichia coli
causadores de mastite em caprinos
Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e Candida parapsilosis
Micrococcus luteus , Serratia
marcescens, Streptococcus mutans,

Aeromonas sp., Enterococcus
faecalis , Escherichia

coli, Klebsiellasp., Salmonella
enterica serovar, Staphylococcus

aureus , Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus
saprophyticus, Candida
albicans e Candida krusei,
Escherichia coli e Listeria

monocytogenes

Morte celular, alteracdo na
viabilidade Bacteriostatico,

fungistatico, fungicida e antibiofilme

Morte celular, alteragdo na
viabilidade, bacteriostatico,

bactericida e antifungico.

Bacteriostaticas e bactericidas
contra patdgenos humanos. Impede
adesdo e invasao de bactérias as

células Hela. Fungicida.

(PROCOPIO et
al.,2017, 2019)

(FERREIRA et
al., 2018)

(SILVA et al.,
2016; 2018;
2019a; 2019b;
2021)
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mannose
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https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/fetuin
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https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bacteriostatic
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bactericide-agent

SteLL - folhas de
Schinus

terebinthifolia

MvRL - rizomas Manose,

de Microgramma caseina e ovalbumina

vaciniifolia

Escherichia coli,

pneumoniae , Proteus mirabilis, Fungicida.
Pseudomonas aeruginosa,

Salmonella enteritidis,

Staphylococcus aureus e Candida
albicans.

Fusarium oxysporum f. sp.

lycopersici

Klebsiella Bacteriostaticos

Fungicida

e

bactericidas.

(GOMES et al.,
2013; LIMA et
al., 2019)

(ALBUQUERQ
UE et al., 2004)

Fonte: O autor (2022).
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Algumas lectinas de origem vegetal e bacterianas foram descritas como
agentes antivirais alternativos contra virus envelopados devido a sua capacidade de
reconhecer os glicanos presentes nas proteinas estruturais ou glicoconjugados e de
prejudicar as etapas iniciais da patogénese viral (MITCHELL; RAMESSAR; O'KEEFE,
2017; SILVA et al., 2021). Contra a familia Coronaviridae, podemos destacar os efeitos
in vitro e in vivo da Urtica dioica (UDA) (KUMAKI et al., 2011) e Griffithsia sp.
(Griffithsin) (MILLET et al., 2016). A lectina isolada de Lablab purpureus (FRIL)
apresentou atividade contra 11 cepas da gripe humana e aviaria atraves de interacdes
com N-glicanos dos envelopes virais; além disso, foi capaz de neutralizar o SARS-
CoV-2 evitando a producédo de proteina viral e o efeito citopatogénico nas células
hospedeiras (LIU et al., 2020).

3.2.1 Superficie celular do Cryptococcus neoformans

As espécies de Cryptococcus sdo fungos aerdébicos mesofilicos, que possuem
maior similaridade filogenética com os cogumelos do que a levedura de padeiro (ex:
Saccharomyces cerevisiae). Seu genoma apresenta um perfil de transcricdo
semelhante a eucariotos superiores. Sao encontradas em arvores em areas de campo
elou fezes contaminadas de aves no meio urbano, sendo os pombos seu principal
vetor, como pode ser visto na Figura 1. O crescimento se da por brotamento em
condicbes ideais, onde as células apresentam um didmetro médio de
aproximadamente 5 um. Cryptococcus neoformans apresenta grande importancia
médica devido as altas taxas de mortalidade, em especial de pacientes
imunodeprimidos ou imunossuprimidos (ALANIO, 2020; LIU et al., 2020). Estima-se
que os indices global seja de 220.000 casos anuais com 181.000 mortes
(RAJASINGHAM et al., 2017) por criptococoses superficiais, cutaneas, subcutaneas
ou sistémicas. A contaminacgao ocorre através do contato com a pele ou pela inalagéao
das leveduras desidratadas ou esporos fungicos por via respiratoria, entrando nos
pulmbes e chegando até os alvéolos. Essas leveduras podem migrar para outras
areas, como o cérebro causando problemas no sistema nervoso central, como
meningoencefalite (ALANIO, 2020; BAHN et al., 2020).

7

A arquitetura da célula criptococica é extremamente complexa e Unica. A
distribuicdo e reticulagdo de seus componentes sdo necessdrias para o crescimento,

divisdo celular e adaptacédo a estresses ambientais. Essas caracteristicas sao
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garantidas por trés estruturas basicas em sua composicéo: capsula, parede celular e
membrana plasmatica (GARCIA-RUBIO et al., 2020).

Figura 1 - Superficie das leveduras de Cryptococcus neoformans

Cryptococcus Superficie Membrana Parede Capsula
neoformans Celular

A metanina /\V/V/\ a1.3-glucano n“;%ﬁf}:};\ GXM
B /VV\ p-1,6-glucana  —- GalXm
{7y Bicamada
U8 ipidica /VV\ pdglucana  ® proteinas
e Quitina

W Quitosana

Fonte: O autor (2022).

A capsula corresponde a uma das estruturas de maior viruléncia (Figura 1),
através de mdultiplos mecanismos, impedindo a ativacdo de uma resposta imune
efetiva e necessaria para a sobrevivéncia do fungo dentro do hospedeiro (DOERING,
2009; AGUSTINHO et al., 2018). Essa estrutura € regulada a nivel transcricional por
meio de vias de sinalizacdo induzidas por Oz, Ferro, CO2z e disponibilidade de outras
fontes de nutrientes. Curiosamente, capsulas pequenas sédo observadas sob alta
pressdo osmotica (MAIER et al.,, 2015; WANG,; LI; DOERING, 2018; BAHN et al.,
2020). Sua espessura muda por meio de inducdes de fatores ambientais, ativando
vias enzimaticas que medeiam as reaclOes sintéticas que formam seus
polissacarideos estruturais (KLUTTS; DOERING, 2008; GUIMARAES et al., 2010;
REILLY etal., 2011). Sua composi¢ao € formada por macromoléculas projetadas para

regido externa onde ha uma gradativa diminuigcdo na densidade, porosidade e rigidez
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a medida que se estende radialmente para fora da parede celular fungica (CAMACHO
et al., 2017). E predominantemente composta por glucuronoxilomanano (GXM) e
glucuronoxilomanogalactano (GXMGal), juntamente com manoproteinas e outras
proteinas. GXM tem uma massa de 1700-7000 KDa, correspondendo a cerca de 90%
da massa da capsula. GXMGal tem um baixo peso molecular na faixa de 105 Da.
Junto com GXMGal, as manoproteinas e outras proteinas constituem uma pequena
parte da massa da cdpsula (WANG; LI; DOERING, 2018).

As células de C. neoformans titd recebem esse nome devido ao raio de
comprimento da cpsula ser maior, 0 que aumenta a viruléncia do patégeno.
Recentemente, novos estudos vém utilizando estratégias de bioengenharia, como a
técnica de receptor de antigeno quimérico “CAR T cells”, para o reconhecimento
desses carboidratos capsulares, como o0 GXM, uma vez que as Células T citotéxicas
podem controlar esse crescimento da capsula. Os autores observaram que as células
T que expressam um CAR especifico de GXM (GXMR-CAR) contendo um fragmento
variavel de cadeia Unica de um clone 18B7, foram capazes de atingir GXM, diminuindo
as células titd no sitio da infeccdo (SILVA et al.,, 2021). Resultados promissores
também foram observados em um CAR de segunda geragdo que continha uma
dobradica de 1IgG4 humana modificada, seguida por um CD28 humano (dominios
transmembrana e citoplasmatico) e uma cadeia de CD3¢, sendo observado que essa
nova estratégia mediou o reconhecimento de capsulas nas células titds e néo titds de
Cryptococcus gattii e C. neoformans, mostrando que essa estratégia pode melhorar o
tratamento da criptococose (DOS SANTOS et al., 2021).

A parede celular de Cryptococcus neoformans é uma barreira protetora que
resiste ao estresse ambiental e osmotico, enquanto mantém a morfogénese celular e
regula a permeabilidade da membrana. E uma estrutura rica em carboidratos formada
por a-1,3-glucano, B-1,3 e B-1,6-glucano, quitina, quitosana, além de glicoproteinas,
manoproteinas e outras proteinas ancoradas por glicosilfosfatidil inositol (GPI)
(WANG,; LI; DOERING, 2018). O B-1,6-glucano € o principal responsavel por mantere
organizar a parede celular por meio de interacbes com outros componentes,
contribuindo para a integridade, sendo esse polimero 0 mais abundante na estrutura

da parede. Curiosamente, os a-1,3-glucano e -1,3-glucano também possuem essas
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funcBes, porém estdo presentes em menores quantidades, diferentemente em outros
fungos (GOW; LATGE; MUNRO, 2017).

A quitina é um polissacarideo formado por N-acetilglicosamina que possui baixa
polaridade o que o lhe confere baixa solubilidade em agua. Na parede de fungos, sua
funcao é conferir resisténcia a estrutura. Os polimeros de quitina na parede celular de
C. neoformans induzem resposta imune do tipo Th2 (pro-inflamatéria) aumentando a
infeccéo e levando a uma maior taxa de mortalidade (WIESNER et al., 2015). Assim
como os a-1,3-glucano e B-1,3-glucano, a quitina esta menos presente na parede de
C. neoformans em relacdo a outros fungos. A quitosana possui maior grau de
polaridade, sendo mais soluvel e flexivel, estando presente em quantidade de trés a
cinco vezes maior na parede que a quitina. A relacdo entra a quantidade de
quitina/quitosana afeta a densidade da parede fungica além do tamanho e grau de
organizacdo da capsula (GOW; LATGE; MUNRO, 2017 AGUSTINHO et al., 2018).

Com o intuito de investigar a glicocomposicdo da parede do C. neoformans
(XIMENES et al., 2015) foram avaliadas 29 cepas utilizando as lectinas aglutinina de
gérmen de trigo (WGA) para avaliar N-acetil-D-glicosamina; concanavalina A (Con A)
para metil-a-D-manosideo; aglutinina | de Ulex europaeus (UEA- |) para L-fucose; e
aglutinina de amendoim (PNA) para D-galactose e glicose/manose, todas conjugadas
a isotiocianato de fluoresceina. Os resultados mostram que as leveduras foram mais
bem marcadas pelas lectinas WGA e Con A, demostrando maiores expressdes dos
carboidratos alvos dessas lectinas nas superficies dessas células. Resultados
semelhantes ja haviam sido observados, quando a WGA foi conjugada com Calcofluor
White ou MAb 18B7, marcando as superficies das leveduras de C. neoformans, mais
especificamente os quitooligdmerospresentes na parede celular (RODRIGUES et al.,
2008).

3.3 LECTINA DAS FOLHAS DE SCHINUS TEREBINTHIFOLIA — STELL

As plantas da familia Anacardiaceae compreende aproximadamente 81
géneros e 800 espécies distribuidas principalmente nos tropicos e subtropicos,
conhecidas por apresentar uma grande diversidade de moléculas bioativas. Como
membros podemos citar alimentos bastantes conhecidos: caju (Anacardium

occidentale L.), sumagre (Rhus sp.), pistache (Pistacia vera), marula (Sclerocarya
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birrea), manga (Mangifera indica L.), caja (Spondias mombin) e ciriguela (Spondias
purpurea) (PELL et al., 2010; WANG et al., 2020). A aroeira-da-praia, também
chamada de pimenteira do brasil (Schinus terebinthifolia), representada na Figura 2,é
um outro membro dessa familia. Suas folhas podem ser utilizadas como tempero
natural, além disso, essa planta € bastante descritas por diversas atividades biol6gicas
de extratos e moléculas isoladas, como: antioxidante, antigenotéxica, antidiabética,
anti-hemolitica, anti-inflamatoéria, antinociceptiva (TONIAL et al.,, 2017; MARTIN;
BACHMAN, 2018; ROCHA et al., 2020).

Figura 2 - Schinus terebinthifolia — Aroeira da praia. (A) vista frontal, (B) Folhas e fruto, (C) Caule.

Fonte: O autor (2022).

Das folhas de S. terebinthifolia foi isolada uma glicoproteina denominada por
SteLL (GOMES et al., 2013), que se liga a quitina e apresenta massa molecular nativa
de 14 kDa. SteLL possui atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positiva (S.
aureus) e gram-negativas (E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritidis e Proteus mirabilis) além da cepa fangica de C. albicans
(GOMES et al., 2013).

Seu potencial antimicrobiano também foi avaliado em modelos de infeccao in
vitro e in vivo (LIMA et al., 2019). Em macréfagos peritoneais murinos infectados por
S. aureus, a SteLL induziu a liberacdo de citocinas (IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a), éxido
nitrico e anion superoxido, reducéo da producéo de estafiloxatina (fator de viruléncia),
e apresentou efeito sinérgico com ciprofloxacina. No modelo de larvas de Galleria
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mellonella infectadas com S. aureus, todas as larvas do grupo néo tratado com StelLL
morreram no terceiro dia de infeccdo, enquanto o grupo tratado com SteLL a 0,2
mg/mL apresentou uma reducéao de 30% na mortalidade. Os resultados indicam que
a lectina pode estar modulando a infeccdo e, como resultado, aumentando a

sobrevida.

A SteLL também foi avaliada quanto ao seu potencial antitumoral e
antinociceptivo em camundongos portadores de sarcoma 180 (RAMOS et al., 2019;
RAMOS et al., 2020). No ensaio in vitro, foi observado que a StelLL induziu a morte
em células do sarcoma 180 com Clso de 8.30g/mL preferencialmente por via
apoptoética. Em camundongos Swiss fémeas portadoras de sarcoma 180, apds 7 dias
de tratamento nas doses de 1 e 5 mg/kg do animal por via intraperitoneal, foiobservada
uma reducdo na massa tumoral de 73,6% e 57,6%, respectivamente. A analise
histopatolégica revelou vacuolizacéo e esteatose no figado dos animais, reducéo do
espaco de filtracdo e alteracbes na arquitetura tubular dos rins. SteLL n&oinduziu a
formacdo de micronucleos nas células da medula 6ssea. Em termos de consumo
alimentar relativo, o tratamento com SteLL a 5 mg/kg do animal levou a umareducao
significativa (p < 0,05) no 9° dia em comparagdo com 0s grupos sham e controle
negativo, porém ndo houve perda de peso ao final do ensaio. Um ganho de peso foi
observado no grupo tratado com SteLL a 1 mg/kg. Os parametros hematolégicos e
bioquimicos ndo demostraram alteracdes significativas. Em relacdo a atividade
antinociceptiva, nas doses de 1 mg/kg e 2 mg/kg também por via intraperitoneal, StelLL
inibiu a hiperalgesia mecanica e aumentou o tempo de laténciadurante o teste da placa
guente. Os autores sugerem gue SteLL pode-se ligar a receptores opioides visto que

o farmaco naloxona reverte os efeitos induzidos pela lectina.

Além disso, em um outro trabalho com esplendcitos murinos, StelLL nao
apresentou toxicidade em esplenécitos, mas os estimulou a liberarem citocinas pro-
inflamatorias (IL-2, IL-17A, TNF-a e IFN-y), bem como IL-4, uma citocina anti-
inflamatoria que pode prevenir a inflamagéo exacerbada (SANTOS et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/steatosis
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3.4 LECTINA DA SARCOTESTA DE PUNICA GRANATUM - PGTEL

A familia Lythraceae abrange pelo menos 30 géneros e 600 espécies,
amplamente distribuida em regides de clima tropicais e temperados. Dentre essas
espécies encontra-se a Punica granatum (Figura 3), conhecida no Brasil popularmente
por roméazeira, um arbusto (3 a 8 metros) de folhas caducas e perene (SHAYGANNIA
et al., 2016; GE et al., 2021). Na China, o fruto da romazeira, a roma, foi incluido no
catalogo de “homologia de medicamentos e alimentos” destacando sua importancia
como fonte alimenticia e seus beneficios a saude humana. Suas diferentes partes
(raizes, flores, frutos, cascas, sementes), podem ser usados como materiais para fins
medicinais (BASU; PENUGONDA, 2009; KARIMI; SADEGHI; KOKINI, 2017). Da
sarcotesta (regido que recobre a semente e armazena o liquido do fruto, representada
na Figura 3E) foi isolada uma lectina, a PgTeL (SILVA et al., 2016).

Figura 3. Punica granatum. (A) vista frontal, (B) folhas, (C) ganhos, folhas e fruto, (D) fruto, (E) parte
interna do fruto (sarcotesta).

Fonte: O autor (2022).

A PgTelL é uma proteina com massa nativa de 26 kDa, com afinidade por quitina
e glicoproteinas (fetuina, caseina e ovoalbumina). Analise por espectroscopia de
massa (MS) demostrou uma homologia de 37% com uma quitinase de classe lli

presente nas sementes de P. granatum (SILVA et al., 2016). Em primeiros relatos


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/deciduous-plant

31

sobre suas atividades biologicas investigaram-se acdes desta lectina contra bactérias
patogénicas humanas. Os autores observaram que a PgTelL possui capacidade
antibacteriana contra Micrococcus luteus, Serratia marcescens, Streptococcus,
Aeromonas sp., Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella sp., Salmonella
enterica serovar Enteritidis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus. Quando células de Aeromonas sp., S. aureus, S.
marcescens e S. enterica previamente tratadas com PgTelL foram incubadas com
células Hela, foi observada reducao na capacidade de adeséo (90,1%, 97,9%, 29,5%
e 33,3%) e invasao (50%, 99,3%, 81,3% e 21,5%) (SILVA et al., 2016).

Seus efeitos sobre o crescimento, viabilidade, atividade hemolitica, capacidade
de formacdo de biofiime e expressdo de genes relacionado a viruléncia (hla
, malll e spa) de isolados clinicos de S. aureus foram avaliados. Os autores
observaram efeito inibitério sobre crescimento de isolado sem perfil de resisténcia
(8325-4) e isolado multirresistente (LAC USA300), com CMI de 6,25 pg/mL e 12,5
pg/mL, respectivamente, e efeito bactericida (CMB de 25,0 pg/mL e 50,0 ug/mL). Foi
observado que, em comparacao ao controle, as células bacterianas apresentaram um
retardo de crescimento em pelo menos 9 horas na presenca da PgTelL e também
foram observadas alteragcbes morfoldégicas. Também foram detectados efeitos
antiagregante e antibiofilme, mas néo efeitos na atividade hemolitica e expresséo de
genes de viruléncia (SILVA et al., 2019a).

Outros estudos também mostraram: seus efeitos antibacterianos em E. coli
produtora de [B-lactamase, juntamente com seus efeitos sinérgicos com drogas
comerciais (amoxicilina, ampicilina, carbenicilina, cefotaxina, ceftazidima, cefalexina,
cefuroxima, penicilina G) (SILVA et al., 2019b); sua capacidade antifiungica em cepas
de C. albicans e C. krusei, demostrando efeitos sobre inibigdo do crescimento, inducéo
de morte nas células fangicas e reducdo do nivel de ATP intracelular, (SILVAet al.,
2018); e, recentemente, foi avaliado seu efeito contra cepas de Listeria
monocytogenes (SILVA et al., 2021).0s autores observaram que a PgTel foi capaz
de interferir na curva de crescimento, apresentou acao bactericida, antibiofilme e inibiu
a capacidade de adeséao e invasao das cepas de Listeria monocytogenes em ceélulas
HeLa.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-aureus
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3.5 NANOCRISTAIS DE SEMICONDUTORES COM PROPRIEDADES
FLUORESCENTES — PONTOS QUANTICOS

A Nanotecnologia é a ciéncia da manipulacdo de matéria em escala
nanométrica (1 nm = 10° m) e inclui o avanco de sistemas nanoestruturados
associados a diversas areas como a Medicina, Eletrdnica, Tecnologia da Informacao,
Biociéncias e Engenharia dos Materiais. Entre esses sistemas nanoestruturados estao
as nanoparticulas, e diferentes métodos podem ser empregados nas preparacdes
desses, entre elas, o top-down e bottom-up. A principal diferenca entre os dois
meétodos € a escala de tamanho do material de partida na preparacédo. O material bulk
€ usado como partida no método top-down, no qual seu tamanho € reduzido
gradativamente até a obtencdo das nanoparticulas por diferentes processos fisicos,
quimicos ou mecanicos; enquanto, em geral, no método bottom-UP o processo ocorre
de forma inversa (JAMKHANDE et al., 2019).

No campo das Biociéncias, particulas inorganicas (ex: 6xido de ferro, prata e
pontos quanticos) vém ganhando bastante espaco com avancos nas pesquisas e
aplicacdes nas ultimas décadas (RIBEIRO et al., 2019; AM et al., 2019; DADFAR et
al., 2020; BRUNA et al., 2021). Os pontos quanticos ou quantum dots (QDs) séo
nanocristais de semicondutores com propriedades fluorescentes com diametros que
variam tipicamente de 2 a 10 nm (PEREIRA et al., 2019). Nos ultimos anos vém
ganhando cada vez mais espaco como promissoras sondas fluorescentes devido a
sua alta resisténcia ao fotobranqueamento, amplo espectro de absorcao, estreito
espectro de emissdo além de uma superficie ativa que permite conjugar diversas

biomoléculas, entre elas as lectinas (OLIVEIRA et al., 2020a,b)

Os primeiros relatos dos QDs foram em 1981 pelo fisico Alexei Ekimov que
sintetizou esses nanocristais semicondutores de CuClzem matriz de vidro (EKIMOV;
ONUSHCHENKO, 1981) e em conjunto com o fisico Alexander Efros, estudou a
relacdo entre o tamanho com suas respectivas propriedades, constatando que existe
uma intima relagéo entre emissao dos comprimentos de onda com o tamanho dessas
particulas, aléem de estudar o comportamento 6ptico dos QDs por confinamento de
elétrons (EKIMOV; EFROS; ONUSHCHENKO, 1985; PEREIRA et al., 2019). As
primeiras aplica¢des bioldgicas dos QDs foram publicadas em 1998, com a

conjugacéao a transferrina para marcacoes de receptores desta proteina em células
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HeLa (CHAN; NIE, 1998) e marcacdes em ceélulas de fibroblasto murino 3T3
(BRUCHEZ et al., 1998).

Os fendbmenos de fluorescéncia nos QDs sédo ocasionados devido ao
movimento dos elétrons entre as bandas de valéncia (BV) e conducéo (BC) separadas
por um band gap (Eg). Um elétron na BV pode ser excitado pela absor¢cdo de um foton
e migrar para a BC, levando a formacéo de um par elétron-buraco, conhecido como
"éxciton". Quando o elétron retorna a BV, o excesso de energia pode ser liberado na
forma de fotons (RANJBAR-NAVAZI et al., 2019). Além disso, o comprimento de onda
de emissdo é inversamente proporcional ao valor de Eg e ao tamanho dos
nanocristais, uma representacdo ampliada pode ser observada na Figura 4. Devido as
dimens@es reduzidas, o que Ihes conferem grande &rea superficial, os dtomos da
superficie possuem menos vizinhos, o que acarreta ligagdes livres (dangling bonds)
e, podem rearranjar-se criando estados eletronicos na periferia, assim como entre a
BV e BC. Em casos de elétrons desemparelhados, quando excitados, podem em vez
de emitir fétons retornando da BC para BV, decairem para um estado de superficie,
dessa forma, essas “armadilhas” diminuem uma recombinacao elétron-buraco efetiva,
pois captura o elétron e ele perde energia aos poucos nessas transi¢ées, contribuindo
para supressao da fluorescéncia (CUNHA et al.,, 2018b; PEREIRA et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2019; SOUZA et al., 2021).

Figura 4 - Ampliacdo entre a banda de valéncia e condu¢édo de QDs-CdTe. O fluxo dos elétrons entre
as bandas de valéncia e conducao libera fétons, dependendo do tamanho da nanoparticula esses

fétons possuem cores diferentes. O painel inferior mostra suspensdes coloidais de QDs de CdTe de
diferentes tamanhos sob excitagéo a luz UV.
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Fonte: O autor (2022).

Uma alternativa bastante emprega para minimizar esses eventos que podem
culminar a supresséao da fluorescéncia, é o revestimento com uma segunda camada
de semicondutor, geralmente com Eg maior que o do semicondutor que forma o nucleo
da nanoparticula, que passiva a superficie, formando estruturas do tipo core/shell,
minimizando os efeitos de elétrons desemparelhados (TALAPIN et al., 2002; BILAN et
al., 2015; KARAKOTI et al., 2015). Uma variedade de composicdes para formacdes
dos nanocristais podem ser encontradas, principalmente na forma binaria,
predominantemente por elementos dos grupos II-VI, 1lI-V, IV-VI da tabela periédica
(PEREIRA et al., 2019). Vale salientar que as caracteristicas dos QDs néo séo
adquiridas apenas por conta do tamanho nanométrico, mas também devido ao
fenbmeno de confinamento quantico e da composi¢cdo intrinseca dos materiais
semicondutores (CUNHA et al., 2018).

Por vezes, na superficie dos QDs estdo adsorvidos agentes estabilizantes ou
surfactantes que tém como funcéo evitar aglomeracdo e precipitacdo durante o
crescimento. Além de conferir estabilidade e repulséo a outras nanoparticulas, esses
agentes também fornecem grupos funcionais nas superficies dos nanocristais

possibilitando serem explorados para conjugacdo a biomoléculas, outras
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nanoparticulas ou superficies (CUNHA et al., 2018b). Para os QDs hidrofilicos,
geralmente sdo empregados como agentes estabilizantes/funcionalizantes moléculas
contendo os grupamentos alquiltiol, como o &cido tioglicolico (TGA), acido
mercaptopropiénico (AMP), acido mercaptosuccinico (AMS) e cisteamina (BLANCO-
CANOSA et al., 2014; ZHU et al., 2013).

Nesse sentido, os pontos quanticos utilizados nesse trabalho foram de Telureto
de Cadmio (CdTe), binarios, do tipo 1I-VI, pois sdo formados pelo Cadmio, antiga
familia 1IB (atual grupo 12) e o Teldrio da familia VIA (atual grupo 16),
funcionalizados/estabilizados com &cido mercaptosuccinico. Uma caracteristica
interessante de ser mencionada é que os QDs binarios CdTe possuem um grande raio
de Bohr do éxciton (7,3 nm) e banda estreita de 1,475 eV, dessa forma, o

confinamento quantico comeca em torno de 14nm (DUAN et al., 2009).
3.6 CONJUGACOES DE QUANTUM DOTS A PROTEINAS

Como ja mencionado anteriormente, as primeiras aplicacdes bioldgicas vieram
decorrentes de diferentes métodos de conjugacfes. Para as conjugacdes QDs-
transferrina para marcagfes em ceélulas Hela, a estratégia utilizada foi carbodiimida
[(etil-3- (dimetilaminopropil) carbodiimida, EDC ou EDAC] como o agente de
acoplamento. Nas marcacdes em células de fibroblasto murino 3T3, os QDs foram
conjugados a biotina utilizando a estratégia biotina-estreptavidina (BRUCHEZ et al.,
1998; CHAN; NIE, 1998; PEREIRA et al., 2019). Como observado na Figura 5, os
principais métodos empregados para conjugacdes de QDs a lectinas sédo através de
interacOes covalentes e ndo covalentes.

Figura 5 - Algumas estratégias de conjuga¢cBes covalentes e ndo covalentes entre quantum dots-
proteinas.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/thioglycolic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cysteamine
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As conjugacdes nao covalentes séo realizadas principalmente por interacdes
via carga (forca de Coulomb), interacao hidrofébica e ligacdo de hidrogénio (TANG;
HUANG, 2018). A adsorcdo € uma das estratégias mais utilizadas podendo os QDs
possuirem caracter hidrofébico ou hidrofilico, sendo as cargas superficiais sao fatores
determinantes, além do ponto isoelétrico da biomolécula, forca ibnica, temperatura e
pH do meio. Na ligacdo direta, a biomolécula pode ser ligada aos QDs através de
interacbes mediadas por ligacdes dativas, geralmente por interacdes tiol ou
coordenacdo de afinidade com metais. Uma outra forma € a biotinilizacdo da
biomolécula e funcionalizacdo das nanoparticulas com estreptavidina/avidina,
promovendo as interacdes biotina-estreptavidina/avidina (CUNHA et al., 2018b;
TANG; HUANG, 2018).

O método de adsorcao tem sido usado para conjugar de forma eficiente QDs a
lectinas (ARRUDA et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020b). QDs-CdTe estabilizados por
AMS tém uma carga global negativa fornecida por acidos carboxilicos, em uma
suspensao em pH fisiolégico. Proteinas em pH inferior a seu pl tém uma carga liquida
positiva e podem interagir por interagdes eletrostaticas com a superficie dos QDs-
AMS. Isso ja foi observado em conjugacdes de QDs as lectinas Cramoll (pl 8,5) e
WGA (pl 9,0) (LUO et al., 2014; CUNHA et al., 2018a). Por outro lado, Tenorio et al.
(2015) mostraram alta eficiéncia de conjugacdo de QDs-AMS com lectina Con A (pl

5,7) em pH 8,0. As proteinas acidas ainda podem possuir algumas cargas positivas
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em suas regides externas em um pH proximo a condicdo neutra. Por exemplo, ja foi
relatado que a hemoglobina (pl 6,8) ainda apresenta cargas positivas suficientes para
interagir com QDs carregados negativamente, em pH ligeiramente superior ao pl (LU
et al.,, 2011). Esses autores também destacaram que as interacdes QD-proteina
podem ser ndo apenas mediadas pelo valor do pl, mas também podem ser

influenciadas pela distribuicdo de carga superficial e pelo tamanho da proteina.

Para o método de conjugacédo covalente, diferentes estratégias sédo utilizadas
adicionando agentes de acoplamentos, 0os quais podem ser classificados em trés
categorias:  reticuladores de comprimento zero, homobifuncionais e
heterobifuncionais. Os agentes de acoplamento de comprimento zero medeiam a
reacdo entre dois grupos funcionais, formando uma nova ligagdo sem atomos
adicionais: um exemplo, a ligagéo utilizando carbodiimidas, o EDC, formada pelos
grupos carboxilicos e aminas. Os agentes homobifuncionais possuem dois sitios
reativos idénticos, um em cada extremidade, como é o caso da ligagdo amina-amina,
uma amina ativa na superficie do QDs e outra na proteina, utilizando NHS (N-
hidroxisuccinimida) ou aldeidos. Os reticuladores heterobifuncionais tém dois locais
reativos diferentes que podem estabelecer uma ligacdo covalente com dois grupos
funcionais distintos como é o caso da ligacédo tiol-amina, sendo o grupamento amida
é fornecido pelo NHS e tiol por grupos sulfidrila (JENNINGS et al., 2011; FOUBERT
et al., 2016; PEREIRA et al., 2019). Uma outra estratégia sédo as ligacdes covalentes
ortogonais pela cicloadicdo de azidas e alcinos terminais, técnica chamada de click-
chemistry (PEREIRA et al., 2019).

Conjugacdes eficientes da WGA e PNA a CdTe (QDs) por estratégias
covalentes também foram observadas, utilizando EDC e NHS como agentes de
acoplamento em pH 5,5 ajustado com AMS (4,9% p/v). As conjugacdes foram
avaliadas com a finalidade de investigar as principais variaveis que afetam o processo,
analisando parametros como periodo (dias) de incubacdo e concentragbes de EDC,
NHS, QDs e lectinas. Observou-se que para obter uma fluorescéncia relativa (FR)
maxima para WGA (490%), menores quantidades de proteina no sistema afetavam
positivamente no processo, para 0 QDs-PNA, com FR de 441%, a maior concentracao
de QDs e maior tempo para o processo afetam positivamente na conjugacao

(FIRMINO, 2018). A mesma estratégia ja havia sido utilizada na conjugacéo da UEA |
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(Ulex europaeus agglutinin 1) para investigacéo de antigenos eritrocitarios do sistema
ABO (FILHO et al., 2015)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo dessa dissertacao serdo apresentados em formato

de artigo.

Figura 6 - Quantum dots conjugated to lectins from Schinus terebinthifolia leaves (SteLL) and Punica
granatum sarcotesta (PgTel) as potential fluorescent nanotools for investigating Cryptococcus
neoformans. Publicado no periédico International Journal of Biological Macromolecules, doi:
https://dx.doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2021.10.002
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, foi possivel realizar a purificacdo das lectinas SteLL e PgTeL
bem como determinar seus pontos isoelétricos de 5,7 e 6,5, respectivamente. Foram
realizadas as sinteses de QDs-CdTe carboxilados e suas conjugacdes com a as
lectinas por adsorgéo. No ensaio de fluorescéncia por microplaca foi observada uma
fluorescéncia relativa acima de 300% para os dois sistemas e a atividade
hemaglutinante das lectinas na forma livre ou quando conjugadas foi reduzida na
presenca glicoproteinas; esses dados mostram as capacidades fluorescentes e de
ligacdo a carboidratos dos conjugados. Os sistemas apresentaram alta resisténcia a
diferentes temperaturas e concentracdes de ureia, além de estarem funcionais ap6s 9
meses de suas conjugacdes e armazenacao a 4°C. Por fim, quando incubados com
nas leveduras de Cryptococcus neoformans apresentaram marcacdes especificas
acima de 99%, sendo inibidas por fetuina, ovoalbumina e azocaseina. Dessa forma,
esses novos nanoconjugados podem ser utilizados de diferentes aplicagées no campo
da Glicobiologia como estudos de composicdo em células e tecidos normais e
transformados, distribuicdo e monitoramento de infec¢des fungicas, desenvolvimento

de biossensores.
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