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RESUMO

Nos ultimos anos, pesquisadores tém somado esfor¢os voltados para o desenvolvimento de
técnicas com interesse em estratégias de diagnosticos. Para compreender o surgimento e a
progressao de varias doencas diante da acdo de qualquer farmaco é necessério avaliar as
interacdes das moléculas bioldgicas nos diversos processos celulares e isto pode ser feito com
0 uso de estratégias de biomarcacdo. Os pontos quanticos (PQs) sdo compostos inorganicos
semicondutores fluorescentes, que apresentam confinamento quantico em trés dimensdes e
propriedades Opticas Unicas e podem ser empregados na geragdo de imagens e deteccdo de
sinais em diagnosticos. As lectinas, proteinas/glicoproteinas que interagem de forma reversivel
a carboidratos especificos, ja sdo aplicadas em diversos estudos de atividades bioldgicas por
esta propriedade de reconhecimento. Diante disto, 0 objetivo deste trabalho foi a bioconjugacéo
de pontos quanticos de ZnCdTe com a lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr), a
caracterizagdo fisico-quimica e avaliacdo das propriedades de fluorescéncia e hemaglutinagdo
do sistema formado. As nanoparticulas de ZnCdTe sintetizadas foram funcionalizadas com um
crosslinker de glutaraldeido, e em seguida submetidas a reacédo de bioconjugacéo com a lectina.
O sistema obtido ZnCdTe-ConBr foi submetido a diversas analises como: tamanho de particula
por Espalhamento Dindmico de Luz (DLS); avaliacdo das propriedades o&ticas por
Espectroscopia de Absor¢do Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) e Espectroscopia de
Fotoluminescéncia; avaliacdo quimica da bioconjugacéo por Espectroscopia no Infravermelho
(FT-IR); avaliacdo da morfologia e microcomposi¢éo por Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV); avaliacdo topografica, propriedades mecénicas e fisico-quimicas por Microscopia de
Forca Atdmica (AFM); e avaliacdo da integridade do sitio de ligacdo a carboidratos da lectina
por Atividade Hemaglutinante (A.H.). Os resultados obtidos sugerem que o sistema ZnCdTe-
ConBr foi conjugado covalentemente apds a reacdo. Observou-se também um aumento do
tamanho de particula e uma homogeneidade maior comparado aos pontos quanticos nédo-
conjugados. As propriedades Oticas e funcionais do sistema ZnCdTe-ConBr foram mantidas e
apresentaram alta estabilidade coloidal e funcional durante um periodo de até 60 dias. Conclui-
se entdo que o sistema aqui obtido pode ser utilizado como uma ferramenta biotecnoldgica para

0 uso em diagnosticos por imagem.

Palavras-Chave: Bioconjugacdo, pontos quanticos, lectina, ZnCdTe, Canavalia brasiliensis.



ABSTRACT

In recent years, researchers have focused their effort to the development of techniques with an
interest in diagnostic strategies. To understand the onset and progression of various diseases
before the action of any drug is necessary to evaluate the interactions of biological molecules
in various cellular processes, this can be done by the use of biomarking strategies. Quantum
dots (QDs) are fluorescent inorganic semiconductor compounds, which exhibit quantum
confinement in three dimensions and unique optical properties and may be used in the imaging
and detection of diagnostic signals. Lectins, proteins/glycoproteins that interact reversibly to
specific carbohydrates, are already applied in several studies of biological activities due to its
recognition properties. In view of this, the objective of this work was the bioconjugation of
quantum dots ZnCdTe with the lectin of Canavalia brasiliensis (ConBr), the physicochemical
characterization, evaluation of fluorescence properties and hemagglutination the formed
system. The ZnCdTe synthesized nanoparticles were functionalized with a glutaraldehyde
linker and then, submitted to bioconjugation reaction with the lectin. The obtained system
ZnCdTe-ConBr was subjected to various analyzes such as particle size by Dynamic Light
Scattering (DLS); evaluation of optical properties by UV/Visible Spectroscopy Absorption
(UV/IVis) and photoluminescence spectroscopy; chemical evaluation of bioconjugation by
Infrared Spectroscopy (FT-IR); assessment of morphology and microcomposition by Scanning
Electron Microscopy (SEM); topographical evaluation, mechanical and physicochemical
properties by Atomic Force Microscopy (AFM); and evaluation of lectin carbohydrate binding
site integrity for haemagglutinating activity (H.A.). The results suggest that ZnCdTe-ConBr
system was covalently conjugated after the reaction. It was also observed an increase in particle
size and a greater homogeneity compared to non-conjugated quantum dots. The optical and
functional properties of ZnCdTe-ConBr system was kept displaying a degree of high colloidal
stability and functional over a period of 60 days. It was concluded that the system obtained here
can be used as a biotechnological tool for use in diagnostic imaging technique.

Keywords: Bioconjugation, quantum dots, lectin, ZnCdTe, Canavalia brasiliensis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PQs Pontos quanticos
BV Banda de valéncia
BC Banda de conducédo
e Elétrons

V. Infravermelho

ZnCdTe Pontos quanticos constituidos de Zinco (Zn), Cadmio (Cd) e Telurio (Te)

sintetizados com Glutationa (GSH)

Quibiom Laboratdrio de Quimica e Bioldgica e Materiais

ConBr Lectina de Canavalia brasiliensis

UFS Universidade Federal de Sergipe

DLS Espalhamento Dinamico de Luz

UV/Vis Espectroscopia de Absorcao Ultravioleta/Visivel

FT-IR Espectroscopia no Infravermelho por transformada de Fourier
MEV Microscopia Eletronica de Varredura

AFM Microscopia de Forca Atdmica

AH. Atividade Hemaglutinante

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
SDS Dodecil sulfato de sodio ou lauril sulfato de sodio

BSA Proteina albumina sérica bovina

AV Aglomeracao visual

GSH Glutationa



LISTA DE TERMOS TECNICOS

Quatum dots: Pontos quéanticos

Bulk: Material que ndo apresenta propriedades de confinamento quantico.

Bottom up: Técnica de obtencdo de nanoparticulas através de crescimento controlado em meio
coloidal.

Top Down: Técnica de obtencdo de nanoparticulas pela reducao das dimensées (abla¢éo) de
um material pré-existente.

Desvio de Stokes: E a diferenca em nanometros entre os picos do espectro de excitacdo e do
espectro de emissao.

Cantilever: Sensor de forgca microscopico, sendo o principal elemento do AFM.

Crosslinker: Agente de ligacdes cruzadas responsavel por conectar duas ou mais moléculas.
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1 INTRODUCAO

Recentemente, pesquisadores da area da satde tém reunido esforgos voltados para
o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas biotecnoldgicas com um interesse especial
em estratégias de diagnosticos. O aumento da expectativa de vida tem levado a extensas
pesquisas em diagndstico de fase inicial para a identificacdo de disturbios fisioldgicos, e agora,
o tratamento de doencas exige um acompanhamento continuo em adi¢do a previsdo de eficacia
do tratamento aplicado. Além disso, para compreender o surgimento de uma doenga, a
progressao da mesma e o comportamento frente a qualquer farmaco é necessario entender a
interacdo espaco-temporal das moléculas biologicas em varios processos celulares (PATRA et
al., 2007). Diante disto, a técnica de conjugacdo de moléculas/particulas revela-se promissora
para esta finalidade, ja que possibilita a unido de duas propriedades inerentes a estas, tornando
o0 procedimento de diagnostico mais especifico e efetivo.

Os pontos quanticos (PQs) ou quantum dots sdo compostos inorgéanicos
semicondutores tridimensionais, que possuem dimensfes na escala nanométrica e apresentam
propriedades Opticas unicas.

Quando comparados aos fluoréforos convencionais, os PQs, que emitem
fluorescéncia ao serem excitados, possuem uma série de caracteristicas vantajosas, podendo ser
empregados na geragdo de imagens e deteccdo de sinais em amostras teciduais. Porém, para
aplicacdes bioldgicas, é necessario funcionalizar e compatibilizar estes materiais inorganicos
através da insercdo de grupamentos quimicos. Através desta compatibilizacdo é possivel
promover uma bioconjugacdo, ou seja, promover o acoplamento da nanoparticula (material
inorgénico) ao material bioldgico (proteinas, DNA, carboidratos, dentre outras moléculas).

As lectinas, proteinas que se ligam de forma reversivel a carboidratos especificos,
mostram-se entdo promissoras para serem utilizadas como material bioldgico de acoplamento
aos PQs, ja que estas sdo capazes de reconhecer e interagir com as glicoproteinas presentes nas
superficies das células de diversos organismos facilitando o seu enderecamento especifico e
auxiliando na compreensdo dos mecanismos celulares e moleculares que podem desencadear

uma doenca.
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1.1 Materiais Semicondutores

Os materiais cristalinos apresentam estados eletrénicos representados por bandas
energeéticas, que sdo efetivamente preenchidas com elétrons (e°) e originadas de sua natureza
ondulatéria nos cristais. A separacdo dos estados energéticos em bandas permitidas e nao-
permitidas decorre do efeito do potencial periodico sobre a distribuigdo energética dos elétrons
livres.

Ao passarem da banda de valéncia (BV) para a banda de conducgéo (BC), os elétrons
(e") deixam na BV estados denominados de buracos que se comportam como portadores de
carga elétrica positiva. Sob a acdo de um campo externo, os " na BC e os buracos na BV
produzem corrente elétrica. A diferenca de energia que separa as duas bandas € chamada de
barreira ou separacédo energética (EQ) (Figura 1). Existem diversas bandas cheias com e-, cujo
preenchimento da Ultima banda é completo ou parcial em um cristal a T=0 K (estado
fundamental). O fato da Gltima banda estar cheia ou ndo reflete diretamente nas propriedades
de conducéo do cristal.

Os materiais podem ser divididos em: isolantes, condutores e semicondutores. Nos
materiais isolantes a Ultima banda encontra-se completamente cheia e a Eg € grande (> 4 eV).
Os condutores possuem a ultima banda parcialmente preenchida. Portanto, nestes materiais
existe a possibilidade de mudar os estados dos e com um campo elétrico, resultando em uma
corrente elétrica. Porém, quando os solidos cristalinos a T=0 K tém Eg relativamente pequeno,
aproximadamente 3 eV ou inferior, quando a temperatura ambiente, apresentam condutividade
significativa, sendo por isso denominados de semicondutores. Nestes, 0 nimero de e” na BC
quando comparado a um isolante pode ser significativo, contudo é ainda muito inferior ao
numero de e livres em um metal (REZENDE, 2004).

Figura 1. Representacdo esquematica das bandas de energia para
solidos cristalinos.

[ecfl
Luz visivel £g
Barreira -
= energética {Fluorescéncia)
- S Eg)
BV | BV ¥ |
Condutores Sermicondutores | solantes

Fonte: CARVALHO, 2010.
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Materiais semicondutores sdo bastante estudados principalmente pelas suas
propriedades elétricas e Opticas. Estes podem apresentar-se como: compostos binarios, que
apresentam dois elementos pertencente as familias da tabela periodica, IV-1V (ex.: SiC), I1I-V
(ex.: AIP, AlAs, AlSh, GaN, GaP, GaAs, GaSh, InP, InAs, InSb), I1-VI (ex.: ZnO, ZnS, ZnSe,
ZnTe, Cds, CdSe, CdTe, HgS), IV-VI (ex.: PbS, PbSe, PbTe); compostos terciarios e compostos
quaternarios (ORTON, 2004). Dentre estes, 0os compostos binarios do tipo II-VI sdo
semicondutores constituidos pelos elementos da familia 1B (metais de transicdo) e VIA
(calcogénios) da tabela periddica, conforme Figura 2.

Figura 2. Elementos da familia VIA (calcogénios) e 1B (metais de
transicdo) da tabela periddica constituintes dos pontos quanticos I1-VI.
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Fonte: ROMANO, 2003.

Dentre os exemplos de semicondutores do tipo 11-VI apresentados na Tabela 1
abaixo, destaca-se o CdTe que emite luz em toda faixa do visivel, desde o azul, passando pelo
verde e vermelho, até o infravermelho. Esta propriedade leva ao interesse em trabalhar com o

CdTe em dimensfes nanométricas, como nanoparticulas fluorescentes para serem aplicadas em
sistemas bioldgicos.

Tabela 1. Exemplos de materiais semicondutores do tipo 11-VI com sua faixa de emissao.

Semicondutores I1-VI Coloragéo da emissao
Zn0, ZnS Azul, UV
Cds Azul, Verde
CdSe Azul, Verde - Vermelho
CdTe Azul, Verde, Vermelho — Infravermelho

Fonte: Elaborada pelo autor.
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1.2 Pontos Quéanticos

Pontos quéanticos semicondutores (PQs) sdo compostos inorganicos, constituidos
por elementos pertencentes as familias 11-VI ou 11I-V da tabela periddica, que apresentam
confinamento quéantico em trés dimensdes e propriedades dpticas Unicas (ZRAZHEVSKIY et
al., 2013; ZRAZHEVSKIY et al., 2010; CHAN et al., 2002). A origem dessas propriedades
surge exatamente deste confinamento dos estados de portadores de carga por reducdo no
tamanho fisico das nanoparticulas. Em esséncia, quando o tamanho das particulas é reduzido
abaixo do raio de Bohr do éxciton do material bulk (material macroscdpico que ndo apresenta
propriedades de confinamento quantico) os niveis de energia de propriedades atdbmicas se
tornam discretas comparadas com os niveis de energia observados em materiais bulk (CHAN
et al.,, 2002; JAMIESON et al., 2007). As propriedades de tais nanoparticulas podem ser
descritas por uma particula classica em uma teoria quantica onde os estados de matéria tornam-
se quantizados.

Os PQs podem ser obtidos através de duas abordagens: bottom up, por meio de
técnicas de crescimento controlado em meio coloidal; ou top down pela reducdo das dimensdes
(ablacdo) de um material pré-existente. As propriedades opticas desses sistemas s@o alteradas
através da manipulagdo da composi¢do quimica, tamanho e estrutura (SANTOS, FARIAS e
FONTES, 2008).

1.3 Pontos Quanticos vs Fluoréforos Organicos Convencionais

A promissora classe de marcadores, os PQs, apresentam uma série de vantagens
diante dos fluoroforos organicos convencionais ja usados em métodos de marcacao celular e
diagnostico. Dentre as vantagens podemos ressaltar: a emissdo em varios comprimentos de
onda para um mesmo material, elevada fotoestabilidade, elevado desvio de Stokes
possibilitando o ndo uso de filtros para eliminar interferéncias da radiacdo de excitacao,
marca¢do maltipla simultanea de diversos componentes e estruturas celulares em células vivas
ou fixadas, e os resultados podem ser obtidos em alguns minutos (BRUCHEZ et al., 1998).

Corantes convencionais e fluoréforos apresentam geralmente um maximo de
absorcédo e emissdo a um comprimento de onda fixo. O controle sobre a mudanca na absorgéo
e emissdo requerem desenho de novos compostos organicos e protocolos de sintese
complicados (HAUGLAND, 2005). Moléculas de fluoréforo convencionais também possuem

espectros de absorcao estreito e, consequentemente, exigem excitacao por luz de comprimento
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de onda especifico sendo diferente para cada molécula organica (CHAN et al., 2002;
JAMIESON et al., 2007; WANG et al., 2006).

A estrutura eletronica de PQs pode ser variada facilmente através do controle do
tamanho dos PQs e isto permite 0 ajuste da absorcdo e comprimento de onda de emissao
(DOHNALOVA et al., 2013). PQs podem ser excitados em qualquer comprimento de onda
abaixo da sua absorbancia e a caracteristica de emissao se obtém variando apenas o tamanho
dos pontos quanticos. Exemplo: PQs de CdSe (Figura 3).

Figura 3. Fotoemissdo normalizada de pontos quanticos
de CdSe sob unico comprimento de onda de excitacdo
conseguida variando seletivamente o tamanho dos

mesmaos.
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Fonte: KARAKOTI, 2015.

Comparados aos fluoréforos organicos convencionais, que perdem a fluorescéncia
e sofrem degradacdo quimica ap0s poucos minutos de exposicao a luz ambiente ou a radiacéo,
0s PQs podem passar por repetidos ciclos de excitacao e de emissao durante varias horas. Wu
e colaboradores (2002) realizaram estudos da intensidade de fluorescéncia de PQs de CdSe,
qguando bioconjugados e utilizados em aplicacbes de marcacdo, e verificaram que a
sensibilidade de deteccdo era determinada pela intensidade de emissdo dos PQs em contato com
0 meio bioldgico e ndo isolados. Para realizar a comparagéo da intensidade de fluorescéncia foi
realizado, simultaneamente, 0 monitoramento das mudancas na intensidade de fluorescéncia de
PQs bioconjugados com estreptavidina e do corante organico Alexa Fluor 488 durante 3
minutos (WU et al., 2002). A intensidade dos PQs bioconjugados com estreptavidina (PQ 535,

PQ 560, e PQ 630) embora diferentes, foram duas a quatro vezes maiores do que a do Alexa



488. O corante organico Alexa 488 foi utilizado no experimento por ser mais fotoestavel em
comparagdo aos demais corantes (PANCHUK-VOLOSHINA et al., 1999). Ainda de acordo
com os estudos de Wu (2002) verificou-se, também, a fotoestabilidade do PQ 630 bioconjugado
com estreptavidina em comparagédo ao Alexa 488 (Figura 4), confirmando que a intensidade do
PQ 630-estreptavidina foi mais estavel contra a fotodegradacao do que Alexa 488, que néo foi

mais observada ap6s 120 minutos de excitagéo.
Fonte: WU et al., 2002.

Figura 4. Comparacdo da fotoestabilidade entre PQ 630-estreptavidina e Alexa 488 e a em
vermelho o PQs 630- estreptavidina. A marcacdo em verde representa Alexa 488 e a em
vermelho o PQs 630- estreptavidina. A iluminacao foi mantida continua por 3 min a partir de
uma lampada de mercdrio (100 W). Utilizou-se um filtro de excitacdo de 485 + 20 nm para
ambos, de emissdo 535 £10 nm e 635 + 10 nm, para monitorar os sinais do Alexa 488 e PQ
630, respectivamente.
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1.4 Pontos Quénticos: CdTe vs ZnCdTe

Os sistemas ideais para uso em aplica¢cfes bioldgicas devem cumprir 0s seguintes
requisitos basicos, que incluem: a compatibilidade com meios aquosos, podendo ser obtidos
por sintese aquosa direta, apresentarem biocompatibilidade com tecidos e células e alto
rendimento quantico. Entre os nanocristais semicondutores que podem ser sintetizados com
éxito num meio aquoso, os de CdTe sdo os mais amplamente estudados, pois oferecem um
controle satisfatorio de distribuicdes de tamanho, com um rendimento quéntico relativamente
elevado e emissfes que cobrem quase toda a gama visivel (LESNYAK, GAPONIK;
EYCHMULLER, 2013). Entretanto, a utilizacdo destes em aplicacfes bioldgicas é restrita, ja
que apresentam uma alta liberacdo de ions cadmio, que podem ser citotdxicos para células
vivas, embora esta limitagdo possa, potencialmente, ser aliviada pelo uso de nanocristais

semicondutores conjugados (DU et al., 2012).
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Os ajustes de composicdo de nanocristais semicondutores surgiram como uma
possivel solucdo para o uso destes materiais em estudos bioldgicos devido a possibilidade de
substituir parcialmente os ions de cadmio, que sdo toxicos, por zinco, bem como melhorar o
rendimento de fotoluminescéncia quéantica e controlar as emissdes ao longo da faixa do visivel
(REGULACIO; HAN, 2010).

Rendimentos quanticos mais elevadas podem ser conseguidos por uma escolha
adequada de elementos, visto que as diferencas na natureza das ligagfes quimicas podem inibir
a formacdo de defeitos. Por exemplo, a inclusdo de ZnSe na rede CdSe aumenta a covaléncia e
inibe a deformacdo (ZHU, LANG; JIANG, 2008). Teng e colaboradores relataram a primeira
sintese aquosa do sistema ZnxCdixTe e observaram que o pico de fluorescéncia mostrou um
deslocamento para o azul quando a proporcio de Zn?* foi aumentada, o que foi atribuido ao
efeito de ajuste de abertura da faixa mais ampla do semicondutor ZnTe (WANG et al., 2007).
Além disso, os rendimentos quanticos elevados foram alcancados também pela sintese aquosa
com capeamento de glutationa (GSH) Znx.1CdxTe (DU et al., 2012).

1.5 Lectinas

As lectinas sdo definidas como um grupo heterogéneo de proteinas ou
glicoproteinas, com propriedades biogquimicas e atividades bioldgicas diferentes, que possuem
pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a um monossacarideo ou
oligossacarideo especifico (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Essa defini¢do baseia-se na
interacdo/ligacédo entre a lectina e o carboidrato ligante, ndo se detendo a caracteristicas como
a capacidade de hemaglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Este grupo de proteinas
apresenta uma ampla distribuicdo, sendo essas proteinas encontradas em todas as classes de
organismos: micro-organismos, plantas, fungos, insetos e animais e até mesmo em virus.

As lectinas foram estudadas extensivamente nos Ultimos anos com base na sua
utilidade geral como ferramentas moleculares em estudos envolvendo: 1) a composi¢do da
superficie celular, crescimento e diferenciacdo; 2) mecanismos patolégicos; e 3) o isolamento
e caracterizacao dos glicoconjugados (SHARON; LIS, 2004; SHARON, 2007).

Atualmente, essas moléculas representam uma importante classe de ferramentas
biotecnoldgicas, sendo aplicadas em diversos estudos glicobiol6gicos baseando-se na sua
capacidade de decifrar glicocédigo. Estas proteinas/glicoproteinas, que tém pelo menos um
dominio ndo catalitico de reconhecimento e ligacdo reversivel a carboidratos especificos (VAN

DAMME, 1998), participam de uma variedade de processos celulares, sem alterar os
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carboidratos envolvidos (GABIUS; GABIUS, 1997). As lectinas podem ser utilizadas em uma
variedade de estudos biomédicos, incluindo o cancer, pesquisas imunoldgicas, isolamento e
caracterizacdo dos glicoconjugados e tipagem sanguinea. Em glicoproteémica, os estudos séo
facilitados pelo grande nimero de lectinas naturais que reconhecem e se ligam a carboidratos
especificos.

1.5.1 Especificidade e reversibilidade de interacdo

As lectinas sdo, em sua maioria, di ou polivalentes e sdo capazes de formar
interacdes entre carboidratos ou glicoproteinas que se apresentam em solucdo ou estdo ligadas
a membrana celular (FLEMMING et al., 1992). Devido a esta habilidade, a presenca de lectinas
numa amostra pode ser facilmente detectada a partir de ensaios de aglutinacdo, nos quais estas
interagem com células, através de seus sitios de ligacdo, formando diversas ligacdes reversiveis
entre células. O ensaio de hemaglutinacéo é utilizado por promover a facil visualizacdo desta
propriedade aglutinante de eritrécitos pelas lectinas. Os eritrocitos podem ser de humanos ou
de outros animais, e tratados enzimaticamente (JUNG et al., 2007; LEITE et al., 2005) ou ndo
(MO et al., 2000; WITITSUWANNAKUL et al., 1998).

Landsteiner e Raubitscheck (1908) observaram que Vvarios extratos de sementes
apresentavam diferentes atividades hemaglutinantes com eritrocitos de diferentes fontes
animais e que aglutininas vegetais eram especificas para determinados tipos sanguineos. Boyd
e Reguera (1949), estudando a aglutinina de Phaseolus limenses, descobriram sua
especificidade para eritrécitos do tipo A, determinando que algumas aglutininas tém
especificidade para determinado grupo do sistema ABO. Portanto, lectinas podem apresentar
especificidade para eritrocitos de diferentes origens e tipos, como a lectina de Zizyphus
mauritiana (GUPTA; SRIVASTAVA, 1998) que sé aglutina eritrocitos humanos, as lectinas
de Charybdis japonica (UMETSU, 1991) e do cogumelo Marasmius oreades (WINTER et al.,
2002) especificas para eritrocitos humanos tipo B, e a lectina de Tachypleus tridentatus
(NAGAL, 1999) especifica para eritrocitos humanos tipo A. Uma lectina de Gracilaria ornata
(GOL) aglutina eritrécitos animais (de coelho e de galinha), mas ndo de humanos (LEITE et
al., 2005). Qutras lectinas, no entanto, sdo caracterizadas como néo especificas para grupos
sanguineos (LIU et al., 2008; BANERJEE et al., 2004).

A detecgdo de lectinas através do ensaio de hemaglutinagéo é confirmada e tem sua
especificidade por carboidratos confirmada pelo fendmeno de inibi¢do desta hemaglutinacdo

na presenca de um (ou mais) carboidrato (s) em concentracdo determinada na solucéo de ensaio.
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De acordo com Sharon e Lis (1990), algumas lectinas apresentam interagdes mais
fortes com oligossacarideos em comparacao com monossacarideos, outras sdo quase exclusivas
para oligossacarideos A determinacédo da especificidade de uma lectina é dada pelo carboidrato
que, em menor concentracdo, possua maior habilidade para inibir sua atividade de
hemaglutinacdo. Algumas lectinas ndo apresentam um monossacarideo inibidor osmente sendo
inibidas por oligossacarideos (WALTI et al., 2008), glicoproteinas e/ou polissacarideos
(THAKUR et al., 2007).

1.5.2 Potenciais biotecnolégicos

Segundos estudos recentes as lectinas vegetais tém varias aplicacdes no interior do
organismo, tais como a defesa (VANDENBORRE, 2011), ou fora do organismo de origem, tais
como a entrega de drogas (BIES et al., 2004), bem como uma variedade de aplicacbes de
diagnostico para um amplo espectro de patologias ou anomalias (GEMEINER et al., 2009).

As lectinas foram estudadas extensivamente nos Gltimos anos com base na sua
utilidade geral como ferramentas moleculares em estudos envolvendo: 1) a composic¢do da
superficie celular, crescimento e diferenciacdo; 2) mecanismos patologicos; e 3) o isolamento
e caracterizacdo dos glicoconjugados (SHARON; LIS, 2004; SHARON, 2007).

Atualmente, essas moléculas representam uma importante classe de ferramentas
biotecnoldgicas, sendo aplicadas em diversos estudos baseando-se na sua capacidade de
decifrar glicocddigos. Estas proteinas, participam de uma variedade de processos celulares, sem
alterar os carboidratos envolvidos (GABIUS; GABIUS, 1997). Quando imobilizadas em
matrizes inertes, as lectinas sdo utilizadas em cromatografias de afinidades, auxiliando na
separacao e purificacdo de glicoproteinas para testes analiticos (REGNIER et al., 2007).

Trabalhos recentes demostram que as lectinas j4 sdo empregadas em sensores
através da sua bioconjugacao com nanoparticulas. Gao e colaboradores (2008), desenvolveram
em seu trabalho uma plataforma de imagem baseada em um conjugado de PQs pela
incorporacdo dos mesmos em nucleos de polietilenoglicol-nanoparticulas de poliacido latico
(PQs-NP). Este conjugado apos ser funcionalizado com a lectina de gérmen de trigo (WGA)
foi enderecado ao cérebro de ratos por via nasal. As nanoparticulas resultantes apresentaram
elevada capacidade de carga util, alta estabilidade e solubilidade em &gua, seguras para o
enderecamento cerebral e, ainda, excelente propriedade de imagem.
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Wang e colaboradores (2010), desenvolveram um biossensor a partir do
bioconjugado de PQs CdTe com a lectina de Canavalia ensiformes (ConA), PQs-ConA, para a
deteccdo de glicose. Em condigdes propicias, a deteccédo da glicose era feita pela diminuicdo da
intensidade de “fluorescéncia” ao passo que se aumentava linearmente a concentragdo da
mesma. O limite de deteccao deste biossensor foi de 0,01 mM de glicose.

Gao e colaboradores (2015), desenvolveram uma nova técnica de rastreamento
através do encapsulamento de PQs em nucleos de conjugados de lectina de gérmen de trigo-
nanoparticulas (WGA-NP) para monitorar o transporte celular de nanocarreadores
funcionalizados. As nanoparticulas oriundas ndo apresentaram alteracfes no tamanho de
particula, potencial zeta ou da atividade de ligacdo, e, além disso, 0 biossensor apresentou
excelente fotoestabilidade e capacidade de rastreamento. A partir das analises das imagens
obtidas no trabalho os autores verificaram que a absorcao celular comecga com a ligagdo da
WGA ao seu receptor especifico na superficie da célula, o que torna estes bioconjugados de
lectinas extremamente importante na compreensdo dos mecanismos celulares.

Estes trabalhos confirmam os inimeros beneficios que a associa¢do entre os PQs e
as moléculas biologicas, em especial as lectinas (que séo capazes de serem seletivas/especificas
nas interacdes com carboidratos e glicoproteinas) podem trazer para a elaboracdo de métodos
de diagnosticos mais precisos e rapidos, alem disso, essa interagdo podera revolucionar a forma
de entender os mecanismos celulares e moleculares que desencadeiam varias doencas,

possibilitando também, o enderecamento efetivo de drogas.

1.5.3 Lectinas vegetais

Lectinas sdo comumente detectadas em plantas, principalmente em sementes da
familia Leguminosae (SPILATRO et al., 1996). Os vegetais tém constituido uma fonte rica de
lectinas, servindo como principais materiais de analise, objetivando o isolamento dessas
moléculas.

Em geral, a maior fonte de lectinas vegetais sdo as sementes, nas quais essas
moléculas podem representar um percentual significativo da matéria seca (LIS; SHARON,
1981). Sementes quiescentes constituem a principal fonte de lectinas de leguminosas, podendo
corresponder a 10 % das proteinas totais presentes nesse tecido (SHARON; LIS, 1990). No
entanto, a localizacdo e a maior quantidade de lectinas nas plantas ndo se restringe a um so
tecido, nem a maior concentracao esta necessariamente nas sementes. Outros tecidos de muitos

vegetais apresentam-se como principais fontes de lectinas. Em Bauhinia monandra, por
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exemplo, as folhas constituem um dos principais tecidos que sao fontes de purificagéo da lectina
(COELHO; SILVA, 2000).

Muitas lectinas sdo frequentemente detectadas e purificadas de sementes (ALVES
et al. 2015; PINTO-JUNIOR et al., 2015; SINGHA et al., 2007; SITOHY et al., 2007;
KONOZY et al., 2003; FREIRE et al., 2002; REGO et al., 2002; MACHUKA et al., 1999;
CAVADA et al., 1998; GUPTA; SRIVASTAVA, 1998; MOREIRA et al., 1998), por esse ser
um tecido geralmente rico na sua presenca. No entanto, elas também sdo detectadas em outros
tecidos ou 6rgdos vegetais, embora de forma menos frequente, como em cascas de arvores
(WITITSUWANNAKUL et al, 1998), no cerne (SA et al., 2008a), em folhas
(RAMESHWARAM; NADIMPALLI, 2008; COELHO; SILVA, 2000), em frutos (WANG;
NG, 2006; BENITO et al., 1998; PEUMANS et al., 1998), em raizes (NAEEM et al., 2001),
em tubérculos (KAUR et al., 2006), em bulbos (BERTRAND et al., 1998; PARISI et al., 2008),
em rizomas (CHU; NG, 2006; KAUR et al., 2005; CITORES et al., 1997; PEUMANS et al.,
1997), em coledptilos (MARTINEZ; CORDOBA, 2000), em cotilédones (OLIVEIRA et al.,
2002; GUPTA; SRIVASTAVA, 1998; NOMURA et al., 1998), no latex de algumas espécies
(SESHAGIRIRAO; PRASAD, 1995; STIRPE et al., 1993) e outras partes dos vegetais.

1.5.4 A ConBr

A lectina ConBr é uma proteina tetramérica encontrada em sementes de Canavalia
brasiliensis, popularmente conhecida no Brasil como feijdo-de-boi, pertencente a familia das
leguminosas. A ConBr é composta de subunidades idénticas, cada uma com 25 kDa e possuindo
um sitio de reconhecimento a carboidratos, com especificidade para residuos de D-Glucose, D-
Manose, e acgucares derivados. As propriedades bioldgicas da ConBr conferem a esta proteina
um grande potencial biotecnologico (CAVADA et al., 2001).

ConBr foi isolada e caracterizada em 1984, onde foi observado que ao longo da
germinagdo no escuro, lectinas de sementes de Canavalia brasiliensis sdo preservadas até o
final da exaustdo das reservas proteicas cotiledonares e s6 entdo eram hidrolisadas para
abastecer a plantula de aminoacidos (MOREIRA; CAVADA, 1984). Sua estrutura
tridimensional foi resolvida por substituicdo molecular, onde apresentou 99% da sequéncia de
aminoacidos idéntica a sequéncia de ConA e apresentou a mesma especificidade a
glicose/manose (SANZ-APARICIO et al., 1997). Contudo, a ConBr quando comparada a ConA
mostra efeito diferenciado em atividades bioldgicas, como inducdo de edema de pata de rato
(BENTO et al., 1992) e estimulacdo in vitro de linfocitos humanos (BARRAL-NETO, 1992).
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Foi descrito que a lectina ConBr também pode induzir ativacdo de linfocitos e apoptose
(BARBOSA et al., 2001), bem como producdo de NO (Oxido Nitrico) por macréfagos
(ANDRADE et al., 1999).

As atividades bioldgicas, no entanto, dependem de um complexo especifico
processamento pés-traducional da proteina, que resulta na lectina madura e funcional. Por ser
um evento fundamental para a produgdo de uma proteina biologicamente ativa, 0s mecanismos
de processamento pos-traducionais de proteinas devem ser compreendidos em detalhes
(CARRINGTON et al., 1985). Neste processo a lectina é produzida como pré-prolectina. No
reticulo endoplasmatico ela perde o peptideo sinal da extremidade N-terminal transformando-
se na prolectina. No complexo de golgi a pro-lectina sofre uma quebra proteolitica perdendo
um segmento glicosilado de quinze aminoacidos no centro de sua estrutura e um peptideo agora
na sua regido C-terminal, liberando energia suficiente para que haja uma posterior religacao.
Com essa perda a cadeia inicial é dividida em duas, B e y, que sdo em sua maioria religadas,
mas em locais diferentes. A cadeia y que antes estava na regido N-terminal é religada a cadeia
B havendo uma inversao entre as regides N e C-terminal formando-se cadeia o (Figura 5).

Posteriormente, foi demonstrado que a reacéo é catalisada por uma asparaginil-
endopeptidase (MIN; JONES, 1992). Esse evento ja era conhecido em bactérias, mas nos
eucariotos é exclusivo nas lectinas do tipo ConA. Acredita-se que a maioria das lectinas da

subtribo Diocleinae apresente 0 mesmo processo.

Figura 5. Representacdo do processo de permutacgéo circular em lectinas de leguminosas.
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1.6 Bioconjugacao

A técnica de bioconjugacdo envolve a interagdo entre duas ou mais moléculas
formando um outro complexo que possui as propriedades de seus componentes combinados.
Moléculas de origem bioldgica podem ser quimicamente ligadas a compostos inorganicos, por
diferentes métodos de reacdo (MEDINTZ et al., 2005).

A bioconjugacéo pode ser utilizada ndo apenas visando a formacgédo de complexos,
mas podem exercer 0 papel de agentes modificadores da estrutura nativa e das funcGes de
diversas moléculas bioldgicas como peptideos, proteinas, agucares, polissacarideos, acidos
nucléicos, oligonucleotideos, entre outros (MEDINTZ et al.,, 2005; CHAN; NIE, 1998;
HERMANSON, 2008).

A associacao quimica entre duas ou mais moléculas da-se por meio de um agente
de ligagdo chamado comumente de crosslinker. O processo de bioconjugacdo depende da
capacidade do crosslinker empregado em interagir com dois sistemas distintos, devendo
apresentar afinidade quimica com os grupamentos presentes no sistema de origem inorganica
ou organica e os radicais da biomolécula (HERMANSON, 2008).

O importante é que durante o processo de bioconjugacédo, todas as etapas sejam
cuidadosamente planejadas e desenvolvidas para que ndo ocorram desnaturag6es, modificacoes
estruturais irreversiveis ou alteracbes quimicas na biomolécula empregada. Outro fator de
extrema importancia ¢é a escolha do crosslinker mais adequado para as condicdes reacionais e
aplicacdo desejada, bem como a definicdo da estequiometria reacional ideal (CHAN; NIE,
1998; MAMEDOVA; KOTOV, 2001).

O ndmero de grupos-alvo (aminas, carboxilatos, tidis) presentes na superficie da
molécula bioldgica é essencial para que o processo ocorra de modo eficaz. Quando 0s grupos-
alvo estdo prontamente disponiveis para a conjugacdo, o processo reacional é otimizado. A
quantidade de crosslinker empregado (estequiometria reacional) esta diretamente relacionada
ao namero de grupamentos encontrados na superficie da biomolécula (HERMANSON, 2008;
MAMEDOVA; KOTOV, 2001).

1.6.1 Crosslinkers

Os Cosslinkers ou agentes de ligacdo cruzada possuem pelos menos dois grupos

reativos, 0s quais possibilitam a interacdo com uma grande diversidade de grupamentos
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quimicos presentes em biomoléculas ou nos mais variados compostos sintéticos (WALT,;
AGAYN, 1994). Estes reagentes promovem a formacéo de ligacdes covalentes entre duas ou
mais moléculas. De uma forma geral, os agentes de ligacdo cruzada se ligam covalentemente a
grupos como aminas primarias, carboxilatos e sulfidrilas (BRASIL-JUNIOR, 2010).

A grande maioria das moléculas de origem bioldgica possui ao menos um destes
grupos funcionais, o que acaba viabilizando a conjugacao via croslinkers. Esses reagentes séo
amplamente empregados no estudo da estrutura e funcao protéica, na ancoragem de proteinas
em fase solida, na preparacdo de imundgenos, imunotoxinas e na conjugacao de biomoléculas
a sistemas inorganicos como pontos quanticos (MEDINTZ et al., 2005; ZHANG et al., 2008;
MAMEDOVA,; KOTOV, 2001).

Agentes de ligacdo cruzada podem ser divididos em dois grupos de acordo com a
similaridade dos seus grupos reativos: Homobifuncionais, que possuem dois grupamentos
terminais idénticos, ou Heterobifuncionais, que possuem dois grupamentos terminais distintos.
O primeiro é utilizado em reagdes de conjugacdo que possuem apenas uma ou duas etapas,
enguanto que o segundo € utilizado em rea¢des de duas ou mais etapas.

Atualmente, existem dezenas de crosslinkers disponiveis comercialmente, os quais
possuem 0s mais variados comprimentos de cadeia carbonica e grupos reativos. Dentre eles
podemos destacar: os ésteres da N-hidroxisuccinamida, os imidoésteres, os derivados do
difluorobenzeno e os aldeidos (HERMANSON, 2008).

A grande maioria das reacdes € realizada em condicGes de pH fisioldgico.
Entretanto alguns crosslinkers s6 apresentam rendimento ideal em meio levemente acido ou
alcalino. Para tanto sdo empregados tampdes especificos, visando a manutencdo das condic¢des
ideais do processo reacional, bem como a integridade da biomolécula. O agente
homobifuncional glutaraldeido é um bom exemplo (FARIAS et al., 2005). Ele apresenta

rendimento ideal apenas em meio levemente alcalino (pH 8,0-8,5).
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1.6.1.1 Glutaraldeido

O glutaraldeido ¢ o composto homobifuncional mais utilizado na atualidade
(HERMANSON, 2008). Apesar da sua simplicidade estrutural, este composto apresenta uma
série de possiveis mecanismos reacionais. Ele promove a formacdo de bases de Schiff em
reacGes com proteinas ou outros compostos aminados. O glutaraldeido em solugfes aquosas
pode formar polimeros com pontos de insatura¢do. Os polimeros insaturados o € B sdo
extremamente reativos na presenca de agentes nucleofilos, especialmente aminas primarias
(CHAVES, 2006; FARIAS et al., 2005; HERMANSON, 2008; WALT; AGAYN, 1994), figura 6.

Figura 6. Esquema representativo de uma molécula de glutaraldeido e do
seu polimero insaturado.

j\/\i = O\/\/\JEL/\%H
o o pH alcalino \L n o

Glutaraldeido

o, i - Polimero aldeidico insamrado

Fonte: BRASIL-JUNIOR, 2010.

A reacdo com uma proteina resulta em alquilacdo dos grupamentos aminados
disponiveis, promovendo a formacdo de ligacGes amida. Este mecanismo reacional resulta em
conjugados, proteina-glutaraldeido, de elevada estabilidade. Para minimizar a formacéo de
polimeros de alto peso molecular, em geral sdo adotados protocolos de duas etapas
(HERMANSON, 2008). Este aldeido tem sido amplamente utilizado como crosslinker
homobifuncional em aplicacBes biomeédicas, especialmente para conjugacdes de anticorpos-

enzimas e proteinas-pontos quanticos (FARIAS et al., 2005).
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Bioconjugar a lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr) com os pontos quanticos
de ZnCdTe, caracterizar fisico-quimicamente e avaliar as propriedades de fluorescéncia e
hemaglutinacdo do sistema formado.

2.2. Especificos

e Funcionalizar os pontos quanticos de ZnCdTe e torna-los aptos a conjugacao com a lectina;

e Estabelecer a melhor condicdo de bioconjugacao;

e Bioconjugar a ConBr com os pontos quanticos de ZnCdTe;

e  Caracterizar fisico-quimicamente o sistema formado;

e Avaliar a propriedade de fluorescéncia dos pontos quanticos de ZnCdTe antes e apos a
conjugacao;

e Avaliar a propriedade de hemaglutinacdo da ConBr antes e ap0s a conjugacao.
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3 METODOLOGIA

3.1 Sintese de ZnCdTe

Os pontos quanticos de ZnCdTe foram sintetizados na Universidade Federal de
Sergipe pelo Laboratério Quimica Bioldgica e Materiais (Quibiom), Departamento de Quimica
segundo a metodologia de Andrade e colaboradores (2014). O tempo de sintese foi de 40 min
em condigdes de pH 11,00 (ZnCdTe 40 pH 11).

3.2 Purificag&o da ConBr por cromatografia de afinidade & Sephadex-G-50®

A purificacdo da ConBr foi realizada através da adaptacdo da metodologia de
(MOREIRA; CAVADA, 1984) como descrito a seguir.

Sementes de Canavalia brasiliensis foram descascadas e moidas em um moedor de
grdos (Cadence) até obtencdo de um fino p6. As proteinas sollveis foram extraidas a partir do
contato da farinha (obtida através da moagem) com NaCl 0,15 M na proporc¢éo de 1:10 (p/v),
sob agitacdo constante por 4 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi
centrifugado a 10.000 x g, a 4 °C por 20 minutos, o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro
(WhatmanTM) e aplicado em uma matriz (16 x 5,1 cm) de Sephadex-G-50®, utilizada como
matriz de afinidade, previamente equilibrada com NaCl 0,15 M. A fracdo néo retida na matriz
(PI) foi eluida com a mesma solucdo de equilibrio a um fluxo de 3,0 mL/min. A fracéo retida
(PI1), contendo a lectina, foi eluida com 0,1 M de D-glicose e, posteriormente, dialisada contra
agua destila e acetato de sodio 0,1 M pH 4,0 para a remocdo da glicose e, consequentemente,
o desbloqueio do sitio ativo da lectina. Ao longo do processo de purificacdo da lectina, fracGes
de 1 mL foram coletadas e monitoradas a 280 nm por espectrofotometria. A fracdo PIl pos-
dialise foi liofilizada e a proteina isolada foi submetida a teste de hemaglutinagdo e utilizada
nos ensaios de bioconjugacao.

3.2.1 Anélise da homogeneidade

A homogeneidade e a massa molecular aparente da ConBr foram monitoradas por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE). O experimento foi
realizado em um sistema descontinuo adaptando-se a metodologia descrita por (LAEMMLI,

1970). Utilizou-se 15% de poliacrilamida como concentracdo total do gel de separacéo e de 4%
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de poliacrilamida como concentragéo total do gel de empilhamento. O gel de empilhamento foi
preparado usando acrilamida/bisacrilamida 4 % em tampdo Tris/HCI 0,5 mol/L, pH 6,8, SDS 1
%, persulfato de amonio (100mg/ml) e TEMED concentrado. O gel de separacdo da amostra
(main gel) foi preparado em tampé&o Tris/HCI 1,5 mol/L, pH 8,8 contendo SDS 1 %, TEMED
(concentrado) e persulfato de aménio (100mg/ml).

A ConBr liofilizada foi solubilizada a uma concentra¢do de 1 mg/mL em tampé&o
de amostra contendo Tris/HCI 0,0625 mol/L pH 6,8, 10 % de glicerol, 0,02 % de azul de
bromofenol e 1 % de SDS).

O procedimento foi realizado em um aparelho Mini Protean Il (BioRad, Milan,
Italia) com uma corrente constante de 25 mA por 60 min. Ao final da eletroforese, para a
visualizacdo das bandas proteicas separadas utilizou-se o Azul de Coomassie R-250 como
corante revelador. Usou-se um marcador comercial de referéncia contendo as seguintes
proteinas: fosforilase b (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carboénica (30
kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-lactaloumina (14,4 kDa). A revelacdo do gel
(descoloracdo) foi realizada por uso de uma solucéo descorante contendo metanol, acido acético
e dgua destilada na proporcéo de 4:1:5 (v/v/v). A imagem foi obtida através do fotodcumentador
Gel Doc™ EZ System, Bio-Rad.

3.3 Funcionalizacdo de ZnCdTe

Para funcionalizar os pontos quanticos de ZnCdTe-GSH e entdo torna-los aptos
para a reacdo de conjugacdo, realizou-se um tratamento com glutaraldeido, porém, para a
correta funcionalizacdo dos PQs de ZnCdTe, realizou-se antes um teste com diferentes
concentracOes de glutaraldeido (0,13%; 0,20%; 3 0,26%) e a aglomeracgdo visual (AV) foi
utilizada como base para a escolha da concentragédo favoravel a conjugacéo. Apos o teste, 600
uL, de uma dispersdo de ZnCdTe, foram transferidos para um flaconete de vidro com
capacidade de 5 mL. Em seguida foram adicionados a esta dispersdo 3 mL de &gua ultrapura
(Milli-Q) para diluir a dispersdo recém-sintetizada. Apos isto, 150 puL da solucdo de
glutaraldeido na concentracdo adequada foi adicionada a fim de se obter um volume final de
3,750 mL. A dispersdo foi deixada em repouso por aproximadamente 30 min. Por fim,
submeteu-se a dispersao a uma diélise contra dgua ultrapura (Milli-Q) para remocéo do excesso
de glutaraldeido.



33

3.4 Bioconjugacao de ZnCdTe com ConBr

Um teste da concentracdo de ConBr também foi realizado. Nesta etapa, amostras
de ConBr liofilizada foram pesadas de modo que as concentracdes finais, ao se adicionar a
dispersdo pods-didlise, estivessem a 0,25 mg/mL, 0,5 mg/mL, 1,0 mg/mL. Apo6s este
procedimento foram realizados novos testes cruzando as informagdes da concentragéo de
glutaraldeido pela concentracdo de ConBr.

Apbs o teste, novamente amostras de ConBr liofilizadas foram pesadas e
adicionadas em um flaconete. 3,750 mL da dispersdo coloidal obtida apds a dialise foi
adicionada as amostras pesadas. A dispersdo coloidal foi revolvida suavemente com o auxilio

de uma pipeta (up and down) até que a proteina estivesse completamente soltvel.

3.5 Avaliacéo qualitativa da disperséo coloidal formada pelo sistema ZnCdTe-ConBr

A anélise da melhor condicdo de conjugacdo do sistema ZnCdTe-ConBr foi
realizada baseando-se na aglomeracdo visual (AV). A avaliacdo foi realizada através de
visualizacao da dispersédo coloidal apos um tempo de 2 h/24 h/7 dias apds a conjugagdo. Com
base na sedimentacdo e formacdo de fase (Figura 7) foi possivel inferir a aglomeracdo das
particulas, e estas caracteristicas foram levadas em consideracdo para a selecdo da melhor
condicéo de bioconjugacéo.

Figura 7. Em 1, exemplo de amostra bem dispersa. 2, Amostra turva com indicios

de aglomeracdo. 3, amostra com sedimentacdo e formacédo de fase, indicio claro de
agregacdo das particulas conjugadas.

Luz Branca

Fonte: Elaborada pelo autor.
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3.6 Caracterizacao fisico-quimica do sistema ZnCdTe-ConBr

3.6.1 Espalhamento de Luz Dindmico

As medidas de Espalhamento de Luz Dindmico (DLS) foram realizadas utilizando
0 equipamento Zetasizer Nano ZS, da Malvern (com laser de He-Ne de comprimento de onda
de 633 nm), instalado no Laboratério de Materiais Funcionais Avancados (LaMFA) do
Departamento de Fisica da UFC. Para as analises, 1 mL de cada amostra foi inserido em cubetas
de poliestireno. Todas as medidas foram feitas em triplicata.

3.6.2 Espectroscopia de Absorcao Ultravioleta/Visivel

As medidas de Espectroscopia de Absorcdo Ultravioleta/Visivel (UV/Vis) foram
realizadas em Espectrofotometro Specord 250, da Analitik Jena, instalado no LEVM do
Departamento de Fisica da UFC. Para as medidas, as amostras foram diluidas em agua
deionizada (0,1:3 mL) e inseridas em cubeta de quartzo de 1 cm de espessura. Os espectros
foram obtidos no intervalo de comprimentos de onda de 200 a 800 nm, com velocidade de 10

nm/s. A dgua deionizada foi utilizada como branco.

3.6.3 Espectroscopia de Fotoluminescéncia

As medidas de Espectroscopia de Fotoluminescéncia foram realizadas no
Espectrémetro Nanolog, da Horiba Jobin Yvon, instalado no LEVM do Departamento de Fisica
da UFC. Para as medidas, 3 mL de cada amostra foram inseridos em cubeta de quartzo e
submetidos a radiacdo com comprimento de onda de 450 nm proveniente de lampada de
xenodnio de 450 W.

3.6.4 Espectroscopia no Infravermelho

As medidas de Espectroscopia no Infravermelho (FT-IR) foram realizadas
utilizando o espectrémetro Vertex 70v, da Bruker, instalado no laboratorio de Espectroscopia
Vibracional e Molecular (LEVM) do Departamento de Fisica da UFC. Para a obtencdo dos
espectros, pequenas quantidades dos produtos resultantes da liofilizacdo das amostras foram

maceradas em almofariz de agata e dispersas em brometo de potéssio (KBr). Em seguida, as
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dispersdes foram pastilhadas com auxilio de prensa (10 toneladas, durante 10 minutos). Os
espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio (4000 - 400 cm-1), com resolucéo

de 2 cm™ e acumulagéo de 128 scans, sob vacuo.

3.6.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Gotas das amostras foram dispostas diretamente em stubs (suportes de aluminio)
ou sobre fita de carbono e foram secas em estufa. Apds a evaporacdo completa da fase liquida,
o material foi observado em microscopio eletrénico de varredura (Quanta FEG450-FEI) no
modo alto vacuo (aproximadamente 10-4 Pa na cAmara durante toda a analise), com tensbes
variando entre 10-20 kV. As imagens foram obtidas com resolucdo de 1024x884 pixels, a
distancia de trabalho de 10 mm.

Para microandlise de raios-X (espectroscopia por energia dispersiva de elétrons) foi
utilizado o mesmo microscépio acoplado a um detector (X-ray detector (model 150, Oxford).
As imagens e graficos foram obtidos e processadas com a ajuda do software Aztec (versao 3.0).
Nesta técnica foram utilizadas apenas amostras dispostas diretamente em stubs de modo que o

carbono detectado pertencia exclusivamente a amostra.

3.6.6 Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

Os pontos quanticos puros e conjugados foram analisados através de microscopia
de forca atdbmica. As amostras primeiramente foram diluidas em agua deionizada numa
proporg¢do 2:1, com o intuito de melhor dispersar as nanoparticulas no substrato. Em seguida,
um pouco da amostra diluida foi colocada num substrato de mica e aplicada em o spin coater.
Posteriormente foram aquecidas por 3 minutos e em seguida realizadas as medidas. As imagens
foram coletadas no modo tapping do AFM, onde foram obtidas as imagens de altura, fase e
amplitude.

3.7 Avaliacéo da propriedade de hemaglutinagdo do sistema ZnCdTe-ConBr

O ensaio de hemaglutinacdo foi feito segundo MOREIRA e PERRONE (1977),
com algumas adaptacbes. O ensaio de atividade hemaglutinante das amostras foi realizada
através de dilui¢des (50 puL) em duplicatas e seriadas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.) em placas
de microtitulacdo, contendo 50 uL tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, com NaCl 0,15 M. A 50
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uL de cada dilui¢ao foi adicionado igual volume de uma suspensdo de eritrocitos de coelho a
3%, levemente agitados e incubados em estufa a 37°C por 30 minutos. A mistura foi deixada
em repouso por mais 30 minutos a temperatura ambiente e a aglutinacdo foi observada
macroscopicamente. A menor concentracdo proteica que apresentou hemaglutinacao visivel é
considerada a concentragdo correspondente a uma unidade de hemaglutinagdo (UH), sendo o
titulo expresso em unidades de hemaglutinacao (U.H.).

Realizou-se também um teste de inibicdo da atividade hemaglutinante com o agucar
D-manose na concentracdo de 100 mM para confirmar se a aglutinacdo dos eritrocitos é causa

pelo dominio de reconhecimento a carboidratos da ConBr, presente no sistema ZnCdTe-ConBr.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Purificagdo de ConBr por afinidade a Sephadex-G-50® e SDS-PAGE

A ConBr foi purificada em um Gnico passo em cromatografia de afinidade a
Sephadex-G-50® (Figura 8.A). O perfil eletroforético obtido por SDS-PAGE da ConBr isolada
(Figura 8.B), revelou uma banda principal de massa molecular aparente de aproximadamente
30 kDa, supostamente cadeia o. Foi possivel observar também fragmentos com massa aparente
de, aproximadamente, 20,1 e 14,4 kDa, que correspondem aos fragmentos beta e gama,
respectivamente, caracteristicos das lectinas do tipo ConA devido ao processamento pos-
traducional de permutacéo circular (SHARON, LIS, 1990; SHARON, 2007).

Figura 8. Perfil Cromatogréfico e SDS-PAGE de ConBr. A) Perfil da ConBr em cromatografia
de afinidade. Volume de Extrato total = 150 mL. Sephadex G-50 (16 x 5,1 cm). Fluxo: 1,5
mL/min. O pico ndo retido (P1) foi eluido com NaCl 0,15 M e o pico retido (P2), eluido com
uma solucéo de 0,1 M de Glicose. B) SDS-PAGE da ConBr. Raia 1 - Marcador comercial:
Fosforilase b (97,0 kDa), Albumina sérica bovina (66,0 kDa) Ovalbumina (45,0 kDa) Anidrase
carbdnica (30,0 kDa), Inibidor de tripsina (20.1 kDa) e a-Lactalboumina (14 kDa); Raia 2 —
ConBr isolada.

A) 3 - B) 1 2
pr———
25 7 0,1 M Glicose 97 kDa
. &7 66 kDa
E
81,5 45 kDa
B8
<
14 30kDa e W
0,5 -
20.1 kDa

I3 5 7 9 111315 17 19 21 23 25 2729 31 33 35 377 3941 43
Fracao

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Funcionalizac¢éo de ZnCdTe e Bioconjugacéo com ConBr

O tratamento com glutaraldeido promoveu a funcionalizacdo dos radicais de
glutationa na superficie dos PQs. Os grupamentos carboxilicos do polimero do glutaraldeido
sdo altamente reativos e interagem de forma covalente com as aminas primarias presentes na
glutationa. Dessa forma ocorre a funcionaliza¢do do ZnCdTe tornando possivel agora a ligacdo

com a proteina (Figura 9).

Figura 9. Representacdo esquematica da funcionalizacdo de ZnCdTe-GSH por
glutaraldeido.

o I (/j/ j °
O:{J ~: O;
ZnCdTe-GSH Glutaraldeido ZnCdTe-GSH-Glutaraldeido

<>

j\/\/L o OV\MH
o o pH alcalino \l»[l n o

Glutaraldeido

o , B - Polimero aldeidico insaturado

GSH - Glutationa

Fonte: Elaborada pelo autor.

A tabela 2 mostra os resultados das concentra¢Ges testas tanto de glutaraldeido
quanto de ConBr. Levando-se em consideragdo a aglomeracéo, as amostras tratadas com 0,26%
de glutaraldeido e conjugadas com 0,25, 0,5 e 1,0 mg/mL de ConBr foram as melhores, pois
ndo apresentaram a formacéo de agregados e nem sedimentagcdo com formacao de fase. Porém,
a amostra selecionada para o prosseguimento dos experimentos foi a ZnCdTe tratada com
glutaraldeido 0,26% conjugado a ConBr a 1,0 mg/mL, por apresentar maior concentragdo de

ConBr podendo atingir maiores titulos de hemaglutinacéo.
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Tabela 2. Teste de glutaraldeido vs teste da ConBr. ZnCdTe 40 pH 11,0.

Concentragdo de Glutaraldeido
Concentracdo de ConBr 0,13% 0,20% 0,26%
0,25 mg/mL FAT7d FAT7d NA
0,50 mg/mL FAT7d FAT7d NA
1,0 mg/mL FA2h FA2h NA"
Legenda:

FA2h — Formacéo de agregados em até 2 h apds a conjugacdo, temperatura ambiente.

FAT7d — Formacao de agregados apos 7 dias, quando acondicionados a 10 °C.

NA — Néo formac&o de agregados por um periodo de até 60 dias, quando acondicionados a 10 °C.

“Melhor condigio de bioconjugacéo, por apresentar uma maior concentracdo de ConBr, 1 mg/mL, possivelmente
mantendo o melhor titulo de hemaglutinagéo.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 Avaliacéo qualitativa da estabilidade coloidal do sistema ZnCdTe-ConBr.

Levando-se em consideracdo a aglomeracgdo visual (AV), a condicdo mais estavel
para a realizacdo dos procedimentos de caracterizacdo e atividade hemaglutinante foi a de
0,26% de glutaraldeido e 1,0 mg/mL de ConBr, por manter-se estavel, sem turbidez e apresentar
maior concentracdo de ConBr podendo atingir maiores titulos de hemaglutinac&o (Figura 10).

Figura 10. Disperséo do sistema ZnCdTe-
ConBr (Glut 0,26% e ConBr 1 mg/mL).
Primeira imagem, Luz Branca. Segunda
imagem, UV.

Luz Branca

———

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Caracterizacao de ZnCdTe-ConBr

4.4.1 Espalhamento de Luz Dinamico

O espalhamento de luz dindmico (DLS), neste trabalho, foi utilizado para a medigéo
do tamannho médio de particula, antes da funcionalizagdo, apos a funcionalizagdo e apés a
bioconjugacéo de ZnCdTe. Foi possivel medir também por DLS, o potencial zeta das amostras,
cujo o objetivo foi verificar a estabilidade das particulas antes e ap6s 0s procedimentos

experimentais realizados, os valores obtidos sdo mostrados na tabela 3.

Tabela 3. Potencial Zeta das amostras ZnCdTe 40 pH 11 puro, ZnCdTe 40 pH 11 Glut 0,26%
e ZnCdTe-ConBr 1 mg/mL.

Amostra Potencial Zeta (mV)
ZnCdTe 40 pH 11 puro -36,5
ZnCdTe 40 pH 11 Glut 0,26% -32,8
ZnCdTe-ConBr 0,25 mg/mL -28,7
ZnCdTe-ConBr 0,5 mg/mL -29,1
ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL -29,3

Fonte: Elaborada pelo autor.

O potencial zeta indica a carga superficial e pode ser utilizado para prever a
estabilidade de suspensfes ou emuls@es coloidais. Para suspensoes estaveis de coloides, admiti-
se uum valor padrédo de potencial zeta igual ou superior a +/- 30 mV (FERREIRA, OSVALDO,
ROZ, 2015). A medida zeta para ZnCdTe puro foi de -36,5 mV, para as suspensdes de ZnCdTe
tratadas com glutaraldeido 0,26% foi de -32,8 mV, e os bioconjugados de ZnCdTe com ConBr
a 0,25, 0,5 e 1 mg/mL foram de -28,7, -29,1 e -29,3 mV, respectivamente. Percebeu-se entdo,
apos os experimentos de funcionalizalizacdo e conjugacdo, um aumento do valor do potencial
zeta, ou seja, indica uma dispersdo mais estavel. VValores abaixo do padréo de referéncia podem
indicar instabilidade coloidal gerando a agregacao.

PQs de ZnCdTe 40 pH 11 puros, recém-sintetizados, apresentaram dois tamanhos
de particulas predominantes. 14,9% das particulas apresentou um didametro médio de 3,615 nm
e a segunda populagdo predominante, 9,5%, apresentou um didmetro médio de 10,10 nm
(Figura 11.A).
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A acdo de glutaraldeido na concentracdo de 0,26%, forma agregados que exibiram
um diametro médio de particula que variam de 0,5365 nm (menor) a 1,117 nm (maior), exibindo
um diametro predominante de 0,6213 nm (40,2%), figura 11.B. A ConBr, a lectina usada na

conjugacao, em solucdo, apresenta, predominantemente, um didmetro médio de 4,187 nm
(Figura 11.C).
Figura 11. Histograma do numero percentual de tamanho de particula obtido por

espalhamento de luz dindmico (DLS). (A), ZnCdTe 40 pH 11; (B), glutaraldeido na
concentragdo de 0,26%; (C), solucdo de ConBr a 1 mg/mL em &gua ultrapura (Milli-Q).
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Figura 12. Histograma do numero percentual de tamanho de particula
obtido por espalhamento de luz dindmico (DLS). (A), ZnCdTe 40 pH 11
tratados com Glut. 0,26%; (B), ZnCdTe-ConBr 0,25 mg/mL; (C),
ZnCdTe-ConBr 0,5 mg/mL; (D) ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL.
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PQs de ZnCdTe 40 pH 11 ap6s serem funcionalizados com glutaraldeido 0,26%
apresentaram uma alteracdo do tamanho de particula. O gréafico da figura 12.A, mostra que as
novas particulas formadas apresentaram um tamanho médio que variou de 8,721 a 32,67 nm,
sendo predominante (25,5%) o tamanho de 11,70 nm. Apesar de apresentar um tamanho médio
relativamente pequeno, 0,6213 nm, o glutaraldeido pode ter promovido, além da reagdo com a
glutationa (funcionalizagdo), uma agregacdo das particulas menores dos PQs modificando o
tamanho da particula, o que provocou o deslocamento observado nos tamanhos de particula.

As diferentes concentragdes de ConBr testadas (ZnCdTe-ConBr), 0,25 mg/mL, 0,5
mg/mL e 1,0 mg/mL (Figura 12.B, C e D, respectivamente) apresentaram resultados
semelhantes na distribuicdo de tamanho de particula, variando de 6,500 nm a 32,84 nm. Além
disso, as concentracdes testadas (ZnCdTe-ConBr) apresentaram valores de potencial zeta
também muito semelhantes (amostras estaveis). Entretanto, na concentragédo de 1,0 mg/mL, foi
possivel observar uma maior homogeneidade, além de possuir também uma maior concentracao
de proteina, podendo promover maiores titulos de hemaglutinagdo. Com base nestas
caracteristicas, o conjugado ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL foi eleito o mais apropriado para o

prosseguimento dos testes seguintes.

4.4.2 Espectroscopia de Absorcao Ultravioleta/Visivel e Fotoluminescéncia

O efeito da bioconjugacédo na absorcdo e emissdo das amostras de ZnCdTe foram
avaliados por espectrofotometria e fotoluminescéncia.

O espectro de absorcdo UV/visivel de ZnCdTe antes da conjugacéo revelou bandas
em 405 e 600 nm. Sendo a Gltima banda mais larga e fraco, semelhante ao que foi descrito por
Wang et al, 2012 para CdTe:Zn?".

Os perfis de absorcao das amostras de ZnCdTe mostraram-se diferentes, entretanto,
a banda de absorcdo entre 500 e 550 nm permaneceu essencialmente inalterada apos a
funcionalizagédo de ZnCdTe e a conjugacdo com as diferentes concentrag6es de ConBr (Figura
13). Foi observado um “ombro” entre 350 ¢ 375 nm, na amostra de ZnCdTe pura (Controle)
atribuiu-se a presenca da glutationa presente no PQ, ja os outros “ombros” observados
(amostras ZnCdTe 40 pH 11 tratados com Glut. 0,26% (Vermelho), ZnCdTe-ConBr 0,25
mg/mL (Azul), ZnCdTe-ConBr 0,5 mg/mL (Fucsia) e ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL (Verde)
podem estar relacionados ao processo de funcionalizagdo, adicdo de glutaraldeido e

bioconjugacéo, adicdo de ConBr, mostrando que ocorreu a bioconjugacao.
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Figura 13. Espectros de absorbancia UV/Visivel de ZnCdTe 40 pH 11 puro (Preto); ZnCdTe 40 pH 11
tratados com Glut. 0,26% (Vermelho); ZnCdTe-ConBr 0,25 mg/mL (Azul); ZnCdTe-ConBr 0,5 mg/mL
(Fucsia); ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL (Verde). Os espectros foram obtidos no intervalo de comprimentos
de onda de 200 a 800 nm.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O efeito intensidade de fotoluminescéncia de nanocristais semicondutores apés a
sua interacdo com as proteinas foi descrito previamente usando-se a BSA (Albumina sérica
bovina) como proteina modelo. Zhang e colaboradores (2013) em seu trabalho descreveu um
aumento na intensidade de fotoluminescéncia apés a interacdo dos nanocristais com a proteina.
Neste mesmo trabalho também descobriram que a estrutura da proteina influencia
significativamente na intensidade da fotoluminescéncia apds a bioconjugacéo.

Contudo, os dados obtidos neste estudo por espectroscopia de fotoluminescéncia
revelaram uma diminui¢do na intensidade de fotoluminescéncia de ZnCdTe proporcional ao
aumento da concentracdo da ConBr (Figura 14.A). Resultado semelhante foi descrito por
Andrade e colaboradores (2014), ap0s a conjugacdo de ConA com pontos quanticos de ZnCdTe
houve uma diminuicdo na intensidade de fotoluminescéncia. A anélise por AFM das particulas
apos a conjugacdo (ZnCdTe-ConBr), descritas neste trabalho na secdo 4.3.5, indicou que ha a
formacdo de uma camada organica na superficie das particulas de ZnCdTe, o que

provavelmente colaborou com a diminuigdo da intensidade de fotoluminescéncia dos PQs. Na
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figura 14.B, onde foi avaliado somente a mistura entre a ConBr e os PQs de ZnCdTe, podemos
observar um decréscimo menos expressivo comparado aqueles obtidos nas amostras
bioconjugadas, inferindo que a mistura entre PQs de ZnCdTe e ConBr ndo-conjugada ndo é
suficiente para reduzir expressivamente a intensidade de fotoluminescéncia. Portanto, a
diminuigdo da emissdo é resultado da ligacdo covalente entre a lectina e os pontos quanticos.

Figura 14. (A) Grafico de intensidade de fotoluminescéncia de ZnCdTe 40 pH 11 puro e 0
mesmo com ConBr 1 mg/mL ndo-conjugado; (B) Grafico de intensidade de
fotoluminescéncia de ZnCdTe 40 pH 11 tratato com glutaraldeido 0.26%, e conjugados com
concentracdes crescentes de ConBr (0,25; 0,5; 1,0 mg/mL).
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4.4.3 Espectroscopia no Infravermelho

A formacéo de ligacGes quimicas de acoplamento entre ConBr e PQs de ZnCdTe
foi investigada por espectroscopia FTIR (Figura 15). O glutaraldeido foi usado para promover
0 acoplamento de proteinas e de outras espécies contendo amina, resultando na formacédo de
grupos imina (R2C = NR) (FRIGERIO et al., 2013), que pode ser facilmente detectado usando
espectroscopia de FTIR.

O espectro obtido para o sistema ZnCdTe-ConBr 1 mg/mL foi dominada por bandas
de proteinas, apresentando sinais adicionais do reagente de acoplamento em 2945 e 2866 cm™,
devido a extensdo de CH. Estas bandas eram fracas ou ausentes no espectro de ZnCdTe puro,
e mais intensas no espectro da amostra funcionalizada, ZnCdTe Glut 0,26% (vermelho),
indicando a presenca de grupos do agente de acoplamento no conjugado e no funcionalizado.

A regido de 1600-1660 cm™ também mostrou evidéncias de formacdo de
bioconjugados com a presenca de uma nova banda a 1654 cm™, que foi designada para os
grupos imina-substituidos (FRIGERIO et al., 2013), inferindo a ligacdo covalente entre os PQs

e a ConBr.

Figura 15.Espectros de infravermelho de ZnCdTe 40 pH 11 puro (Preto); ZnCdTe 40 pH 11
Glut. 0,26% (Vermelho); ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL (Azul).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4.4 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na figura 16.A podemos observar que o sistema obtido, apos secos, formam
aglomerados de tamanhos que variam de 46,11 nm — 86,79 nm. Na figura 16.B mostra a
composic¢do do sistema ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL, que é constituido pelos elementos quimicos
O, Zn, S, Cd e Te. A microandlise pontual, figura 16.C, confirma os dados obtidos
anteriormente para a analise de composicdo total, porém com propor¢des e intensidades
diferentes dos elementos quimicos. Os dados de microanalise ndo sdo precisos e exatos,

oferecendo apenas uma visao qualitativa dos elementos que constituem a amostra analisada.
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Figura 16. (A) Imagem de Microscopia eletronica de varredura com medigdo aparente dos
aglomerados formado pelo sistema ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL. (B) Microanélise de &rea total do
sistema ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL. (C) Microanalise de pontual do sistema ZnCdTe-ConBr 1, 0
mg/mL. (C) Microanalise de pontual do sistema ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL.
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4.4.5 Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

Na figura 16, temos imagens de altura e amplitude dos PQs puros (Figura 17.a-b)
e dos PQs conjugados a proteina (Figura 17.d-€). Em a e b, observamos as nanoparticulas bem
dispersas no meio, com algumas particulas maiores sendo observadas, provaveis aglomerados
de PQs que ndo foram bem dispersados. O tamanho médio das particulas mostrou-se em torno
de 4,427 nm, tamanho de particula proximos aos obtidos por DLS, porém nesta analise as
amostras estavam em meio aquoso. Nas imagens d e e, temos os PQs conjugados a ConBr
(ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL), onde observamos um nimero maior de aglomerados, o que
poderia ser resultado dos PQs conjugados e/ou proteina que ndo interagiu com os PQs,
formando aglomerados. O tamanho médio dessas particulas € 4,713 nm, um pouco maior que
os PQs puro. Na figura 17 c-f temos as imagens de fase dos dois tipos de amostra. As
informacdes obtidas com as imagens de fase vdo além da topografia da amostra, ela depende
da mecanica do material, ou seja, regides com estruturas diferentes geram uma resposta
diferente na medida. Durante 0 experimento, a sonda é posta para vibrar na frequéncia de
oscilacdo do cantilever, mas durante a varredura, essa frequéncia é alterada devido a interacao
sonda-amostra. Estruturas diferentes geram mudancas diferentes na frequéncia do cantilever, o
que torna possivel identificar essas estruturas dentro da imagem. A partir disto, é possivel
observar que na amostra de ZnCdTe puro (C) ha regides mais escuras, 0 que possivelmente
corresponde aos PQs, parte inorganica. Ja na imagem (f) é possivel observar regides mais claras,
possivelmente aglomerados de PQs recobertos pela ConBr, parte organica. Com isto, é possivel

comprovar a interacdo ocorrida pela presenca da ConBr na superficie dos PQs.



Figura 17. Microscopia de forca atbmica de ZnCdTe ndo-conjugados e conjugados
com ConBr. (a - b) Imagens de altura e amplitude dos PQs puros. (d - €) Imagens de
altura e amplitude dos PQs conjugados a proteina. (c - f) Imagens de fase de PQs

puros (c) e PQs conjugados (f).
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4.5 Propriedade de hemaglutinacdo de ZnCdTe-ConBr
Constatou-se com este experimento que a ConBr, apds o procedimento de
bioconjugacdo, manteve a sua propriedade de hemaglutinar eritrocitos. As unidades de

hemaglutinacdo obtidas s&éo mostrados na tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Tabela dos titulos de hemaglutinag&o.

Amostra U.H. Total®
ZnCdTe 40 pH 11 puro* NE
ZnCdTe 40 pH 11 Glut 0,26%** NE
ConBr 1mg/mL 512 U.H.
ZnCdTe-ConBr 0,25 mg/mL 256 U.H.
ZnCdTe-ConBr 0,5 mg/mL 512 U.H.
ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL 512 U.H.
ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL + 0,1 M de D-Manose*** NE

Legenda:

2Hemaglutinacdo expressa em unidades de hemaglutinacéo (U.H.)
NE — Né&o exibiu atividade hemaglutinante

*A amostra apresentou hemoélise apés 30 min de contato

** A amostra apresentou uma leve granulagdo

*** |nibicdo testada para a maior concentra¢do de ConBr

Fonte: Elaborada pelo autor.

A amostra pura de ZnCdTe, apresentou hemélise apos um periodo de 30 min. de
contato com os eritrdcitos, demostrando que as nanoparticulas isoladas oferecem riscos a
células e estruturas biolégicas, necessitando de compatibilizacdo para serem aplicadas como
ferramentas biotecnoldgicas diretamente em tecidos vivos. Alguns trabalhos relatam estes
efeitos toxicos em nanoparticulas inorganicas (MATHIAS, 2013).

A amostra de ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL (18.A) apresentou o mesmo titulo de
hemaglutinacdo que a ConBr pura na mesma concentracdo (18.B), comprovando que o
procedimento de conjugacgéo aqui descrito ndo provoca uma diminuigdo na atividade da ConBr.
Porém, ndo foi possivel precisar qual a concentracdo de ConBr acoplada a superficie dos PQs,
ja que os PQs interferem no método de quantificacdo proteica disponivel no laboratorio
(Bradforf).
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A mostra funcionalizada, ZnCdTe Glut 0,26% apresentou aglomeracdo semelhante
a aglutinagdo promovida pela ConBr (figura 18.C), porém para diferenciar a aglutinacéo
promovida pela lectina da falsa aglutinacdo promovida pelo glutaraldeido, fez-se um ensaio de
inibicdo por blogqueio do sitio ativo da lectina incubando-se previamente a amostra ZnCdTe-
ConBr 1 mg/mL com um aguUcar capaz de se ligar e bloquear o sitio ativo da ConBr, a D-manose
a 0,1 M. Com este teste foi possivel concluir que a ConBr € a responsavel pela hemaglutinacéo,
ja que néo foi observado este fendmeno na amostra pré-incubada (figura 18.D).

Na figura 18 abaixo estdo demostrados alguns resultados de hemaglutinacao obtidos:

Figura 18. Atividade hemaglutinante em microplaca de titulagdo com eritrocitos de coelho n&o
tratado com enzimas proteoliticas a 3%. (A) Atividade do sistema ZnCdTe-ConBra 1,0 mg/mL;
(B) Atividade de ConBr a 1,0 mg/mL; (C) ZnCdTe tratados com Glut 0,26% (apresentou
agregacao); (D) Sistema ZnCdTe-ConBr 1,0 mg/mL em incubacéo prévia com 0,1 M D-manose
(Ensaio de inibicéo da atividade hemaglutinante).
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

5.1 Conclusoes

Os resultados obtidos sugerem que o sistema ZnCdTe-ConBr foi conjugado
covalentemente ap0s a metodologia de reacdo desenvolvida neste trabalho. Com a
caracterizacdo deste sistema foi possivel observar algumas modificac@es fisicas sofridas, como,
por exemplo, 0 aumento do tamanho de particula e a alteracdo da superficie do ponto quantico
pela deposicdo de uma camada orgéanica, comprovando a existéncia da interacdo entre a ConBr
e 0s pontos quéanticos de ZnCdTe. Além disso, modifica¢cbes quimicas caracteristicas de
interacOes covalentes também foram observadas por FTIR, comprovado pelo desaparecimento
e surgimento de bandas apds a conjugacéo.

A propriedade funcional da ConBr foi mantida ap6s a conjugacdo, pois observou-
se que o titulo de hemagutinacéo obtido para o sistema ZnCdTe-ConBr foi 0 mesmo obtido
para a ConBr pura, recém isolada, a uma concentracdo de 1 mg/mL, demostrando a eficiéncia
da metodologia de conjugacdo aqui descrita. A propriedade funcional de ZnCdTe foi mantida
apos a conjugacao, pois apesar da reducao observada na intensidade de fotoluminescéncia 0s
PQs ainda apresentaram uma emisséo de fluorescéncia elevada e duradoura.

O sistema obtido ZnCdTe-ConBr apresentou alta estabilidade coloidal, ja que os
valores de potencial zeta obtidos por DLS exibiram-se proximos do padréo de referéncia para
solucdes com estabilidade coloidal, provando que este sistema € aplicavel em testes biologicos.
Algumas amostras apds a conjugacdo permaneceram estaveis e sem formacdo de aglomerados
por até 60 dias.

Conclui-se entdo que o sistema aqui obtido pode ser utilizado como uma ferramenta

biotecnoldgica para o desenvolvimento de técnicas de diagnostico por imagem.

5.2 Perspectivas

Como perspectivas para este trabalho tém-se: o estudo da toxicidade destes sistemas
obtidos em tecidos animais; a utilizacdo dos sistemas para 0 processo de marcacédo celular e
investigacdo mais profunda da constituicdo das glicoproteinas presentes em células com alguma
anomalia; fazer uso destes sistemas em futuros ensaios com imunoglobulinas em diagnésticos

soroldgicos para doencas negligenciadas e a producéo de Kits de diagnosticos de menor custo.
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