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RESUMO

Hé& 308 antigenos distribuidos em 30 grupos sanguineos, sendo o sistema ABO considerado o
mais importante em termos transfusionais, transplantes de érgdos e em pericia criminal. As
técnicas de biologia molecular sdo geralmente empregadas para investigacdes mais detalhadas
de grupos e subgrupos ABO, porém sdo laboriosas e podem ter um custo elevado. Por essa
razdo, metodologias alternativas, como as baseadas em fluorescéncia, vém ganhando espaco,
pois além de serem menos laboriosas, sdo rapidas e de alta sensibilidade, permitindo a
identificacdo e a quantificacdo de biomoléculas com alta especificidade. E nesse contexto, que
0s quantum dots (QDs), por apresentarem excepcional resisténcia a fotodegradacdo e uma
superficie ativa para variadas funcionalizacbes e conjugacfes, vém se destacando como
potenciais nano-sondas fluorescentes em Ciéncias da Vida. Assim, neste trabalho QDs de
CdTe/CdS foram sintetizados e conjugados covalentemente aos anticorpos monoclonais anti-
A e anti-B, bem como a lectina Ulex europaeus (anti-H) e aplicados no estudo de grupos e
subgrupos sanguineos do sistema ABO através de citometria de fluxo. Os estudos de
bioconjugacdo foram realizados através de espectroscopia por correlacdo de fluorescéncia,
eletroforese em gel de poliacrilamida, ensaio fluorescente em microplaca e ensaios de
inibicdo. Apos a conjugacdo foram investigados os antigenos de doadores Az, By, Ai1B1, O e
do subgrupo A (A1, Az, Az Ax, € Ag). O sistema QDs-(anti-A) marcou uma média de 97%
das hemacias Ai, 95% de A;1B; e conseguiu diferenciar alguns subgrupos A tanto pelo perfil
como pela eficiéncia de marcagdo (A; - 68%; Az - 11%; Ax e A¢ - 5%). Os QDs-(anti-H)
marcaram uma média de 85 % das hemacias O e mostraram-se como uma importante
ferramenta complementar na analise dos subgrupos A (A; - 70%; Ax e Al - 30%), pois nesses
casos a enzima ndo converte toda a fucose, reconhecida pelo anti-H e presente na membrana,
em antigeno A. Além disso, os QDs-(anti-B) marcaram também efetivamente as hemécias B;
(95%) e A1B; (80%). Tanto para QDs-(anti-A) quanto para QDs-(anti-B) foram utilizadas
hemécias O como controle, por ndo apresentarem antigenos A e/ou B na membrana. Até onde
sabemos este foi 0 primeiro estudo com citometria sobre o sistema ABO que utilizou células
ndo fixadas, imunofluorescéncia direta e que correlacionou antigenos A e H na membrana das
hemécias de subgrupos A. Por isso, acreditamos que esses conjugados podem ser aplicados
como uma ferramenta menos laboriosa, rapida, de baixo custo, quantitativa e complementar
de anélise da biologia eritrocitaria. Além disso, esses conjugados podem ainda ser aplicados
para uma melhor compreensdo da distribuicdo destes antigenos em células ou tecidos
cancerosos e em celulas tronco.

Palavras-chaves: hemacias, subgrupos, CdTe quantum dots, bioconjugacdo, anticorpos

monoclonais, lectinas.



ABSTRACT

There are 308 antigens distributed in 30 blood groups. Among them, the ABO is considered
the most important system when topics as transfusion, organs transplantation and criminal
forensics are considered. Usually, molecular biology techniques are employed in order to
investigate more minutely ABO groups and subgroups, but they are laborious and can be
expensive. In this way, alternative methodologies, such as those based on fluorescence, have
being highlighted. They are less laborious, faster and have a high sensibility allowing
biomolecules identification and quantification with high specificity. In this context, due to
their exceptional resistance to photobleaching and their active surface for a variety of
functionalization and conjugation, QDs have been emerged as potentials fluorescent
nanoprobes for life sciences. In this work, CdTe/CdS QDs were synthesized and covalently
conjugated to anti-A or anti-B monoclonal antibodies, as well as to Ulex europaeus lectin
(anti-H). The bioconjugates were characterized through fluorescence correlation
spectroscopy, polyacrylamide gel electrophoresis, fluorescent microplate assay and
carbohydrate inhibition assay. Then, the bioconjugates were applied in the investigation of red
blood cells (RBCs) membrane antigens of A;, B1, A;B1, O donors and of A subgroups donors
(A1, Az, Az Ax, and A¢j). The QDs-(anti-A) system labeled around 97% of A; RBCs, 95% of
A;B; and was able to distinguish some A subgroups either by profile and labeling efficiency
(A2 -68%; Az - 11%; Ax e Aq - 5%). The QDs-(anti-H) labeled an average of 85% of O RBCs
and showed to be an important complementary tool for analysis of A subgroups (A, - 70%;
Ax e Aq - 30%), since the fucose, recognized by anti-H, is not all converted in A antigen
present on RBCs membrane. Furthermore, the QDs-(anti-B) also effectively labeled B; RBCs
(95%) and A;B; (80%). Type O RBCs were used as control for both QDs-(anti-A) and QDs-
(anti-B), once these cells do not present A and/or B antigens on membrane. To our
knowledge, this is the first study with flow cytometry about ABO systems, that used not fixed
cells, direct immunofluorescence and correlated A and H antigens in RBCs membrane of A
subgroups. Therefore, we believe that these conjugates can be applied as less laborious, fast,
low cost, quantitative and complementary tool for the comprehension of the erythrocyte
biology. Furthermore, these conjugates can still be applied for investigation of the
distribution of these antigens in other kinds of biological systems, such as cancer cells and
tissues as well as stem cells.

Keywords: Erythrocytes, Subgroups, CdTe quantum dots, bioconjugation, monoclonal antibodies,
lectins.
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1. INTRODUGCAO

O sistema ABO foi descoberto em 1900 por Karl Landsteiner (LANDSTEINER,
1900) e é um dos 30 sistemas de grupos sanguineos existentes (DANIELS, 2001). E
considerado 0 mais importante em transfusdo sanguinea e em transplantes de érgdos, além de
ser 0 mais importante marcador, na identificacdo pessoal, em ciéncias forenses (AKI; IZUMI,
HOSOI, 2012). Esse sistema possui trés diferentes antigenos (A, B e/ou O(H)), sendo (H) o
precursor dos demais antigenos do sistema ABO.

A fenotipagem desses antigenos é feita utilizando tubos ou colunas contendo
anticorpos monoclonais (anticorpos anti-A e/ou anti-B) ou entdo lectinas, como a Ulex
europaeus (anti-H). Estas técnicas sdo suficientes para a rotina laboratorial destinadas a
transfusdo sanguinea em pacientes, que nunca receberam sangue anteriormente. No entanto,
transfusdes recorrentes e transplantes de 6rgaos sélidos requerem uma maior observacao e
cuidado, na classificacdo do sistema ABO (AKI, 1ZUMI, HOSOI, 2012). Com essas técnicas
de hemaglutinacdo, ndo é possivel quantificar antigenos nas células e a identificacdo de
alguns subgrupos pode ser imprecisa, por exemplo, para 0s subgrupos Az ou Ax (THAKRAL
et al., 2005). A fenotipagem nesses subgrupos ¢ dificil porque ha uma reducdo do nimero de
antigenos A e B na superficie dos eritrocitos (DANIELS, 2001). A incorreta identificacdo
desses antigenos pode causar agravos transfusionais e levar o paciente a 6bito (LUDWIG,;
ZILLY, 2007). Por isso, é necessario uma fenotipagem mais precisa, € em muitos casos sdo
utilizados técnicas de biologia molecular.

A confirmacgdo desses fenétipos fracos é realizada por analises do gendétipo ABO,
localizados no cromossomo 9 (HOSOI, 2008; OGASAWARA et al., 1996). Essas técnicas
ndo dao informacédo a cerca do perfil de distribuicdo nem da quantificacdo de antigenos na
membrana das células (SVENSSON et al, 2011), além de serem técnicas laboriosas e de alto
custo.

Portanto, ainda ha& a necessidade de investigacdo de subgrupos por técnicas rapidas,
especificas, reprodutiveis e de baixo custo. As técnicas baseadas em fluorescéncia possuem
alta sensibilidade e possibilitam a identificacdo e quantificacdo de biomoléculas com alta
especificidade, além de serem técnicas menos laboriosas. Na maioria dos casos 0os marcadores
fluorescentes sdo corantes organicos citotoxicos que sofrem rapida fotodegradacéo. Por isso,
novos metodos de andlises, envolvendo nanocristais de semicondutores como sondas
fluorescentes, vém sendo utilizados em Ciéncias da Vida. De uma forma geral, a

nanotecnologia vem cada vez mais se destacando e atuando tanto em trabalhos relacionados
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ao diagndstico e monitoramento de processos bioldgicos, assim como a novas formas de
terapias (WANG; CHEN, 2011).

Esses nanocristais fluorescentes de semicondutores sdo chamados de pontos quanticos
ou quantum dots (QDs) e tém didmetros que variam de 2-10 nm. Eles tém sido bastante
utilizados como marcadores bioldgicos por apresentarem algumas vantagens frente aos
corantes organicos convencionais, tais como: possuem emissao sintonizavel com o tamanho,
estreito espectro de emissdo, largo espectro de absorcdo e excepcional resisténcia a
fotodegradagdo (SUKHANOVA; NABIEV, 2008; MEDINTZ et al., 2005, MICHALET;
BENTOLILA; WEISS, 2005; ALIVISATOS et al., 2004).

Para um bom desempenho como marcadores, os QDs tém sido sintetizados com o
objetivo de aperfeicoar a sua fluorescéncia e sua estabilidade fisico-quimica em meio aquoso.
E, para que os QDs possam ser usados como sondas fluorescentes normalmente os recobrimos
com moléculas organicas, que possam dar um direcionamento especifico na sua interagdo com
o sistema bioldgico. Esse adequado revestimento da superficie dos QDs com proteinas,
processo denominado bioconjugacdo, desempenha um papel fundamental para aplicacdes
bioldgicas. Uma bioconjugacdo eficaz proporcionard a aplicacdo dos QDs com alta
especificidade em Ciéncias da Vida. No entanto, realizar uma bioconjugagéo efetiva, pode ser
considerado um desafio, pois além dela proporcionar a aplicacdo dos QDs com alta
especificidade em Ciéncias da Vida, deve preservar as caracteristicas de ambos os materiais: a
fluorescéncia dos QDs e as fungbes bioquimicas das biomoléculas.

Vencendo-se o desafio da bioconjugacdo e, tendo em vista a necessidade de
metodologias alternativas, rapidas e de baixo custo, para imunofenotipagem de grupos e
subgrupos ABO, a aplicacdo de QDs conjugados eficientemente a biomoléculas de
reconhecimento, podem gerar ferramentas Uteis para investigacdo e quantificacdo desses
antigenos na membrana das hemaécias.

Assim, neste trabalho, sintetizamos QDs de CdTe e os conjugamos covalentemente
aos anticorpos monoclonais anti-A e anti-B, bem como a lectina Ulex anti-H. Além disso,
correlacionamos os antigenos A e H na membrana das hemaécias, de grupos ABO e subgrupos
A (A, Az, Ax e Ag), Utilizando a técnica de citometria de fluxo.

Ha alguns poucos trabalhos anteriores e recentes, que ja investigaram perfil de
antigenos ABO em grupos e alguns subgrupos sanguineos por citometria de fluxo (HULT;
OLSSON, 2010; AKI, 1IZUMI E HOSOI, 2012). No entanto, estes estudos utilizaram células

fixadas e marcacgéo indireta, com anticorpos monoclonais secundérios, tornando a técnica com
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custos mais elevados, além da necessidade de manipulagdo no escuro devido a presenca dos
corantes organicos, os quais podem sofrer fotodegradacéo.

Neste presente trabalho as células foram analisadas sem a utilizacdo de agentes
fixadores e com marcacdo direta (apenas um anticorpo ou uma lectina por vez), pois essas
biomoléculas de reconhecimento, dos antigenos A, B e H, foram conjugadas diretamente aos
QDs. Até onde sabemos ainda ndo foi investigado por técnicas de fluorescéncia o perfil de
antigenos H em subgrupos ABO.

Portanto, os QDs conjugados aos anticorpos monoclonais anti-A, anti-B e a lectina
anti-H, podem proporcionar uma metodologia complementar de anélise da biologia
eritrocitaria contribuindo para uma maior seguranca e agilidade nos exames pré-transfusionais
e nos testes de biocompatibilidade relacionados a transplantes de érgédos solidos e transfusfes

recorrentes.



CAPITULO II
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2. REFERENCIAL TEORICO:

2.1 FLUORESCENCIA:

O processo de luminescéncia envolve duas etapas: a excitacao de elétrons para niveis
de energia maiores e 0 retorno desses elétrons para niveis de energia menores que resulta na
emissdo de fotons, ou seja, de luz. A luminescéncia pode ser classificada de acordo com o
modo no qual os elétrons sdo excitados para geracdo de fotons, por exemplo:
bioluminescéncia e quimioluminescéncia - os elétrons sdo excitados através de reacbes
bioquimicas e quimicas, tal como: a emissdo de luz pelo vagalume; eletroluminescéncia - a
excitacdo dos elétrons é induzida pela corrente elétrica; catodoluminescéncia - excitacdo a
partir da colisdo de elétrons do meio com elétrons livres originados de descargas elétricas (é o
caso das lampadas fluorescentes); e termoluminescéncia - onde ha liberacdo de elétrons
presos em niveis de armadilhas pelo calor, promovendo seu decaimento (CESAR et al.,
2010). Além dessas, também ha a FOTOLUMINESCENCIA que é um dos fendmenos
estudados nesse trabalho.

A fotoluminescéncia € um processo no qual os elétrons sdo excitados por fétons e
guando os elétrons retornam ao estado fundamental, fotons (luz) sdo emitidos. A
FLUORESCENCIA e fosforescéncia sdo processos englobados pela fotoluminescéncia. A
fluorescéncia é um processo rapido que ocorre na ordem de 10° a 107 segundos, ja a
fosforescéncia é lenta, podendo durar de 10 a 100 segundos (CESAR et al., 2010). Em outras
palavras, a fluorescéncia s6 ocorre enguanto a amostra estiver sendo excitada, ja a
fosforescéncia persiste por um tempo determinado depois que a excitacdo da amostra €
finalizada.

Em 1852, o fisico e matematico escocés, George Stokes foi o primeiro a descrever o
fendmeno da fluorescéncia (CESAR et al., 2010). Apesar da descoberta ter acontecido por
volta de 1852, somente por volta de 1930, com a invengdo dos corantes organicos como
marcadores fluorescentes, é que a fluorescéncia passou a ser amplamente utilizada nas
Ciéncias da Vida.

Quase todo tecido bioldgico, devido a presenga dos aminodcidos aromaticos, tais
como: tirosina (Figura 1 A), triptofano (Figura 1 B) e fenilalanina (Figura 1 C) ¢é

autofluorescente, pois quando excitados por luz, principalmente do UV ao verde, fluorescem



24

naturalmente em quase todo espectro visivel (do azul ao vermelho) sem precisar da adigdo de
substancias exdgenas.

A autofluorescéncia é um fenémeno indesejado em muitos casos, pois se sobrepde a
fluorescéncia emitida pelos fluoréforos convencionais. Por outro lado, a autofluorescéncia
pode ser valiosa para estudos de processos celulares in vivo, nos quais a marcagdo exdgena
deve ser evitada (CESAR et al., 2010).

Figura 1 — Estrutura dos aminoacidos (A) Tirosina, (B) Triptofano e (C) Fenilalanina. Tirosina é um aminoacido

polar neutro. Ja o Triptofano e a Fenilalanina sdo aminoacidos apolares.
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A fluorescéncia acontece somente se os elétrons forem excitados com luz. Essa
excitagdo s6 ocorre se o comprimento de onda da luz incidente (Aincigente) Cair sobre um
intervalo de banda chamado de banda de excitagdo (Figura 2) ou banda de absorcdo. A luz é
entdo emitida em outro comprimento de onda (Aemissao) Chamado de banda de emisséo (Figura
2). O deslocamento entre 0 méaximo da excitacdo (absorcdo) e o0 maximo da emissdo é
chamado de Stokes - shift (Figura 2). Vale a pena ressaltar que, a banda de emissdo é
deslocada em relacdo a banda de excitacdo na direcdo de comprimentos de onda maiores

(menor energia).
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Figura 2 — Espectros de absorcéo e emissdo de corante organico.
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Fonte: Adaptado da Wikipédia - http://en.wikipedia.org/wiki/Stokes_shift

Para entendermos melhor o Stokes shift € importante visualizarmos parte do diagrama
de Jablonski na Figura 3. As moléculas possuem niveis eletrénicos de energia e cada nivel
eletrbnico possui niveis vibracionais. Quando uma molécula absorve um foton, ganha energia
e 0 elétron passa para um nivel eletrdnico e vibracional mais excitado. Entao, o elétron decai
para niveis vibracionais de menor energia, e posteriormente para um nivel eletrénico de
menor energia, liberando entdo esse excesso de energia na forma de fétons (LAKOVICZ,
2006; CESAR et al. 2010). No entanto, para que haja fluorescéncia é necessario que a
transicdo do elétron ocorra entre niveis eletronicos de energia, caso essa transi¢cao ocorra entre
0s niveis vibracionais da molécula, havera perda de energia apenas de forma ndo radiativa.
Portanto a diferenca da energia entre o féton emitido (menor energia) e o féton absorvido
(maior energia) é chamada de Stokes Shift.

Figura 3 - Esquema da emissao de fluorescéncia através do diagrama de Jablonski.
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Fonte: Adaptado de CESAR, et al. 2010.
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Andlises baseadas em fluorescéncia tém especificidade bioquimica e alta
sensibilidade. As sondas fluorescentes mais utilizadas s moléculas organicas,
convencionalmente chamadas de corantes organicos. Existe atualmente uma grande
diversidade desses corantes organicos disponiveis comercialmente. Pelo fato deles algumas
vezes sozinhos ndo apresentarem especificidade por alguma biomolécula, muitas aplicaces
fazem usos destes corantes ligados a anticorpos (GIEPMANS et al., 2006).

Ja nas ultimas décadas as proteinas fluorescentes vém sendo bastante utilizadas como
marcador de células e organismos. Elas sdo produzidas a partir de modificacGes genéticas, que
permitem se obter imagens de células vivas e organismos, de forma ndo invasiva, desde que
eles expressem um gene de interesse ligado a essas proteinas. Inicialmente foi descoberta,
clonada e expressa a proteina fluorescente verde (GFP) da agua viva, tal descoberta consagrou
um prémio Nobel de Quimica de 2008 a trés pesquisadores americanos Osamu Shimomura,
Martin Chalfie e Roger Y. Tsien (GIEPMANS et al., 2006). Ja existem outras proteinas
fluorescentes como a proteina fluorescente amarela (YFP), a azul (BFP), dentre outras
variacdes (WACHTER et al. 1998).

No entanto, tanto os corantes organicos como as proteinas fluorescentes possuem
algumas limitacBes. Tais como: os corantes sofrem fotodegradacdo e as proteinas
fluorescentes necessitam de laboriosas manipula¢fes genéticas. Por isso, ha um consideravel
interesse no emprego de quantum dots como novas sondas fluorescentes para Ciéncias da
Vida. Isso se deve ao fato deles apresentarem significativas vantagens fotofisicas em relacédo
aos marcadores fluorescentes usados convencionalmente, o que possibilita se melhorar ndo sé
a qualidade das imagens obtidas por fluorescéncia, como também a compreensao de processos

bioldgicos.

2.2 PONTOS QUANTICOS:

Pontos Quénticos ou Quantum dots (QDs) sdo cristais de semicondutores
fluorescentes em escala nanométrica (nanocristais). Apresentam diametros da ordem de 1 a 10
nm, (1 nm = 10"° m ou um bilionésimo do metro). QDs s&o constituidos de poucas centenas a
poucos milhares de atomos, exibindo propriedades Opticas, que sdo significativamente
diferentes, quando comparadas aos mesmos cristais em escala macroscopica "bulk"”
(SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008).
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Os QDs podem ser feitos de varios tipos de materiais semicondutores e séo referidos
como sendo nanocristais dos tipos: Il - VI, 11l - V ou IV - VI, baseado em combinacdes de
elementos pertencentes as antigas familias da tabela periddica (SUKHANOVA; NABIEV,
2008). Atualmente, a tabela periodica ndo tem subdivisdo de familias, apenas grupos de 1 a
18, no entanto, a subdivisdo das familias ainda é bastante utilizada (Figura 4). Dessa forma,
nanocristais de CdTe (Telureto de Cadmio) € do tipo I1-VI, pois é formado pelo Cadmio,
pertencente a antiga familia 11B (atual grupo 12) e o Telurio da familia VIA (atual grupo 16)
(Figura 4).

Figura 4 — Tabela periddica dos elementos quimicos. Em destaque os elementos das antigas Familias 1B e VIA,

atuais grupos 12 e 16, respectivamente.
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Fonte: Adaptada de Tabela periddica completa (http://www.tabelaperiodicacompleta.com/)

Os semicondutores sdo solidos que apresentam uma banda de valéncia (BV) totalmente
ocupada por elétrons, a qual esta separada de uma banda de conducéo (BC) por um band gap
de energia (Eg), Figura 5. Para que os elétrons passem da BV para a BC, eles precisam
receber energias iguais ou maiores que a energia da Eg. Em semicondutores, Eg normalmente
é menor que 3 eV?, 0 que permite por exemplo, que luz no Ultravioleta (UV) ou visivel possa

ser utilizada para promover elétrons para a BC a temperatura ambiente. Por outro lado, um

! eV quantidade de energia cinética de um elétron quando acelerado por uma diferenca de potencial elétrico de 1
Volt, no vécuo.
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solido também pode ser isolante ou condutor. Os isolantes caracterizam-se por apresentarem
elevadas Eg, que a temperatura ambiente, impossibilita o elétron de passar por essa barreira
de energia e chegar a BC. J& nos condutores a BV e a BC estdo sobrepostas formando uma
banda continua, fazendo com que haja pouca ou nenhuma resisténcia a passagem dos elétrons
entre as bandas (SMITH; GAO; NIE, 2004).

Figura 5 - Diferenga na energia do bandgap para diferentes classes de materiais em sélidos.

]
Eg Q BC
[- .

Isolante  Semicondutor Condutor

Energia

Fonte: Adaptada de SMITH; GAO; NIE, 2004.

Quando os semicondutores recebem energia externa, por exemplo através de fotons,
os elétrons da BV, a qual apresenta menor energia, passam para a BC, de maior energia,

gerando um par elétron-buraco, também chamado de éxciton, assim como mostra a Figura 6.

Figura 6 - Esquema de formagdo de um éxciton. No qual, h™ representa o buraco gerado na banda de valéncia,
pela excitacdo do elétron €', hv a energia de um f6ton excitando a amostra, E = hv, h € a constante de Planck e v é

a freqliéncia da luz.
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Fonte: Adaptado de CHAVES, 2006.

O éxciton formado possui uma vida de alguns nanossegundos e 0 processo de
decaimento energético para a BV é denominado de recombinacdo exciténica. A recombinacao
dos elétrons excitados na BC com os buracos na BV da origem a emissdo caracteristica
(fluorescéncia) destes materiais tanto em regime macroscopico quanto nanométrico. Porém,
guando em nanoescala, os elétrons e buracos sofrem um forte confinamento quéntico,

modificando as propriedades Opticas desses materiais.
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O confinamento quéantico é um fendmeno bastante importante para materiais
semicondutores. No caso do semicondutor macroscopico (bulk), o elétron pode ocupar uma
variedade de estados energéticos que estdo distribuidos de modo continuo.

Quando uma das dimensdes do material torna-se fisicamente menor que o raio de
Bohr? caracteristico deste material, dizemos que essa estrutura encontra-se em confinamento
quantico. Essa barreira limita 0 movimento dos elétrons em uma ou mais dire¢fes x, y ou z, e
isso leva a uma mudanca na distribuicéo dos estados de energia nesse material (BRUS, 1984).

Se por exemplo, limitarmos os trés lados de um cubo tridimensional (3D) (ou seja, trés
das dimensdes do material s&o menores que o raio de Bohr), dizemos que 0 movimento dos
elétrons fica limitado tridimensionalmente. Nesse caso, temos um confinamento quéantico em
trés dimensbes e a formacdo de niveis de energia discretos, 0s quais podem também ser
ocupados por elétrons. E nessa situacdo, quando o confinamento quantico é tridimensional,
que temos os chamados QDs e é por essa razdo que esses nanocristais também sdo chamados
de &tomos artificiais, porque apresentam estados energéticos discretos assim como 0s atomos
(Figura 7). Assim, se, por exemplo, o raio de Bohr para o bulk do semicondutor CdSe
(Seleneto de Cadmio) é 5,6 nm, quando o nanocristal for menor que 5,6 nm ele estd em

confinamento quéantico e é chamado de QD.

Figura 7 - Reducdo do tamanho de particulas semicondutoras dentro do regime de confinamento quéntico
comparando os QDs ao bulk (cristal macroscopico) do mesmo material. Também pode-se observar que com a
diminuigdo do tamanho das particulas aumenta-se a discretizacdo dos niveis energéticos, aumentando o band

gap.
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Fonte: Adaptado de JONATHAN, 2003.

2 Quando o semicondutor absorve um féton, um elétron vai para a banda de conducéo e deixa um buraco. O par
elétron-buraco pode se mover pelo material macroscdpico (ja que os estados sdo continuos) e uma forga atrativa
0s mantém movendo-se juntos existindo sempre uma distancia média entre eles chamada raio de Bohr, em aluséo
ao atomo de hidrogénio. O raio de Bohr é caracteristico de cada semicondutor e é calculado analisando o
material em escala macroscdpica (bulk).
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Além da discretizagdo dos estados energéticos, o confinamento quantico também faz
com que seja possivel controlar em que regido do espectro eletromagnético um quantum dot
ird emitir atraves do controle do seu tamanho, isto € o que chamamos de sintonizacdo do
comprimento de onda de emissdo em funcdo do tamanho do nanocristal. Isto ocorre devido ao
fato de que, em confinamento quantico, a Eg aumenta ou diminui de acordo com o tamanho

da nanoparticula feita de um mesmo material (Figura 6).
Como Eg o 1/d* (onde d é o didmetro das nanoparticulas) e E o 1/A (energia E é

inversamente proporcional ao comprimento de onda de emissao 1), quanto menor a particula
de um dado semicondutor, maior é a Eg e mais para a regido do azul (menores comprimento
de onda) é sua emissdo. Enquanto para particulas maiores, menor é Eg e mais para o vermelho
devem apresentar luminescéncia (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).

Portanto, essas novas caracteristicas que materiais (ja bem conhecidos na escala
macroscopica) adquirem quando escalonados nanometricamente é que os fazem ter grande
potencial de aplicacdes em diferentes areas da pesquisa, desde a microeletronica as Ciéncias
da Vida. Isso se deve principalmente as novas propriedades Opticas que sdo alcancadas
controlando o tamanho desses nanomateriais (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).

Os QDs vém cada vez mais sendo utilizados como marcadores bioldgicos
fluorescentes em Ciéncias da Vida. Isso ocorre devido ao fato destes apresentarem
consideraveis vantagens em relacdo aos marcadores convencionais (principalmente os
corantes organicos), tais como: (1) largo espectro de absorcao, um unico laser pode excitar a
luminescéncia das nanoparticulas, as quais podem (2) emitir luz em diferentes regiGes do
espectro variando-se apenas o tamanho da particula (corantes organicos exigem mais de uma
fonte de luz de excitac¢do), como pode ser visto na Figura 8; (3) o efeito de fotodegradacdo da
luminescéncia é cerca de 100 vezes menor nos QDs do que nos corantes organicos (isso
permite que amostras com QDs sejam expostas a luz, as imagens sejam obtidas com maior
intensidade de luminescéncia e que estudos de processos em fungdo do tempo possam ser
realizados, como podemos observar na Figura 9) e (4) os QDs sdo eletrodensos, permitindo
localizacdo sub-celular das nanoparticulas por microscopia eletrnica de transmisséo - Figura
10 (SUKHANOVA; NABIEV, 2008; MEDINTZ et al., 2005, MICHALET et al., 2005;
ALIVISATOS et al., 2004).
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Figura 8 - Espectros de emissdo e absorcdo dos QDs comparados com corante organico. O QD por possuir um
largo espectro de absorcdo pode ser excitado em varios comprimentos de onda, no entanto cada corante

convencional necessita da excitacdo em comprimento de onda especifico.
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Fonte: Adaptada de FARIAS et al., 2007.

Figura 9 - Fotodegradacdo em funcdo do tempo: antigenos nucleares corados com Alexa Fluor 488 e
microtubulos corados com QD 605 - CdSe (Tempos observados: 0s, 20s, 60s, 120s e 180s).

Fonte: Adaptada de ALIVISATOS, 2004.

Figura 10 - Imagens de localizacéo intracelular de QDs por microscopia Eletronica de Transmissdo. Em (A)
QDs condensados no endossoma de células epiteliais de adenocarcinoma mamario humano (MCF-7), ja em (B)

imagens de QDs no citostoma de Trypanosoma cruzi.
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A reducdo do volume da particula resulta num aumento da relacdo area/volume, no
entanto, a elevada area superficial aumenta a contribuicdo dos defeitos de superficie dos
nanocristais (atomos da superficie do cristal que tem ligagdes ndo compartilhadas) resultando
no decréscimo da eficiéncia da emissao de luz pelas nanoparticulas.

Isso ocorre porque os defeitos levam a formac&o de niveis intermediarios entre a BV e
a BC, e ao invés do elétron ir diretamente da BC para a BV, ele vai perdendo energia aos
poucos nesses niveis intermediarios, levando a uma baixa eficiéncia de luminescéncia. Uma
maneira de contornar esses problemas é crescer uma "casca™ (camada de passivagdo), de umas
poucas camadas de &tomos, de um material semicondutor com um band gap maior do que o
do semicondutor do nudcleo da nanoparticula. Esse processo da formagdo da "casca" é
denominado passivacdo e as particulas resultantes apresentam uma estrutura fisica do tipo
core/shell (ndcleo/casca).

Os QDs sdo considerados coloides. Um coloide é uma mistura de pelo menos duas
substancias em fases diferentes: a fase dispersa, que pode ser sélida, liquida ou gasosa, e deve
ser finamente dividida, com pelo menos uma das dimensdes entre 1 um e 1 nm; e a fase
continua, que também pode ser sélida, liquida ou gasosa e é denominada meio de disperséo.
No caso dos QDs, a fase dispersa é solida e a dispersante é liquida. Assim, os QDs sdo
normalmente sintetizados por métodos de sintese quimica coloidal que sdo baseados numa
reacdo de precipitacdo controlada feita em agua ou em solventes orgénicos. Neste trabalho
destacamos a sintese em agua de nanoparticulas de CdTe passivadas com CdS (Sulfeto de
Cadmio) para producdo de QDs que serdo utilizados em Ciéncias da Vida, ou seja, sao
hidrofilicos e, portanto, compativeis com os sistemas bioldgicos.

Simplificadamente, a sintese em &gua é dividida em trés etapas (Figura 11). Em uma
primeira etapa, é feita uma solucdo aquosa, em pH e temperatura controlados, contendo um
sal de um metal de transicdo (do atual grupo 12 ou da antiga familia 11B da tabela periodica) e
um agente estabilizante, cujo papel é controlar o crescimento do ndcleo inicial e evitar a
aglomeracdo das nanoparticulas. Numa segunda etapa (em pH alcalino, temperatura
controlada e atmosfera inerte), ocorre a reducdo de um calcogénio através da acdo de um
agente redutor. Na terceira etapa, o calcogénio reduzido é entdo adicionado a solucéo da etapa
1 e a reacdo continua ao longo do tempo, a temperatura controlada, até que se tenha o
tamanho de nanoparticula desejado (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).



33

Figura 11 - Esquema de sintese de QDs em meio aquoso.
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Os estabilizantes comumente utilizados em QDs coloidais apresentam grupamento tiol
(-SH). Moléculas contendo esses grupamentos sdo 6timos estabilizantes de nanoparticulas,
pois o enxofre ajudard compor a camada de passivacdo e o restante da molécula conferira
cargas (positivas ou negativas) as particulas, mantendo-as afastadas em suspensdo. Dentre 0s
agentes estabilizantes mais utilizados, destacam-se; o acido mercaptoacético (AMA) ou acido
tioglicélico (TGA), o acido 3-mercaptopropidnico (AMP), o &cido mercaptosuccinico (AMS),
a L-cisteina (CIS) e a cisteamina (CISTM) (SILVA et al., 2012; ROGACH et al., 2007,
IDOWU; LAMPRECHT; NYOKONG, 2008; ZHANG et al., 2011; CHANG et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2013). Na Figura 12 podemos observar as estruturas quimicas desses

principais estabilizantes.

Figura 12 - Formulas estruturais dos agentes estabilizantes utilizados para obtencdo de QDs: (A) Acido
mercaptoacético (AMA) ou 4&cido Tioglicolico, (B) acido 3-mercaptopropiénico (AMP), (C) é&cido
mercaptosuccinico (AMS), (D) cisteina (CIS) e (E) cisteamina (CISTM).
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Como podemos observar na Figura 12, além do grupamento tiol essas particulas
apresentam grupamentos funcionais (&cidos carboxilicos ou aminas), que possibilitardo a
ligacdo (ou bioconjugacdo) dos QDs a biomoléculas, por isso 0s agentes estabilizantes séo
tambeém chamados de funcionalizantes.

No final, os QDs sdo entdo uma nanoestrutura complexa composta de varias camadas
como pode ser visto na Figura 13, na qual: o nicleo da nanoparticula (NP) determina sua
emissdo, a camada de passivacdo determina a intensidade da emissdo e, por fim, a camada
organica, funcionalizante e mais externa, determina a sua estabilidade quimica e o grau de
funcionalidade em relacdo a marcacao do sistema biologico de interesse (SANTOS; FARIAS;
FONTES, 2008). Podem ser efetuadas também bioconjugacdes dos QDs a biomoléculas, tais
como albumina ou imunoglobulinas, para dar mais especificidade e direcionalidade a

nanoestrutura.

Figura 13 - Esquema de um nanocristal de semicondutor (QD) funcionalizado para sua utilizagdo como

marcador fluorescente.
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Fonte: Adaptada de WALLING; NOVAK; SHEPARD, 2009.

Essas nanoparticulas bioconjugadas possibilitam, por exemplo, a marcacdo de
antigenos especificos, como os do sistema ABO, utilizando-se QDs bioconjugados a

anticorpos ou lectinas (Figura 14).
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Figura 14 — Esquerda: esquema mostrando a conjugagdo especifica de QDs de CdTe/CdS - AMP com anticorpo
anti-A. Direita: QDs de CdTe/CdS com anticorpo anti-A interagindo com a membrana de eritrocitos que contém
antigeno A.
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Fonte: Adaptada de SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008.
2.3 METODOS DE CONJUGACAO DE QUANTUM DOTS A PROTEINAS:

Uma boa conjugacdo é aquela que mantém as propriedades fluorescentes dos QDs e as
propriedades funcionais das biomoléculas. Os tipos de conjugac¢des de QDs com biomoléculas
mais conhecidos sdo: (1) conjugacdo covalente utilizando agentes de acoplamento de ordem
zero, como o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) (EDC) e a N-hidroxisuccinimida
(Sulfo-NHS) ou através de maleimidas, como o Sulfosuccinimidil-4-(N-maleimidometil)
ciclohexano-1-carboxilato  (Sulfo-SMCC); (2) conjugacdo covalente utilizando o
glutaraldeido, (3) adsor¢do ou ligacdo ndo covalente e, (4) a forte interacdo de QDs
funcionalizados com moléculas de avidina ou estreptavinina com a biotina (MEDINTZ et
al., 2005).

A estreptavidina tem elevada afinidade pela biotina, esta por sua vez pode ligar-se a
uma imunoglobulina ou proteina celular. Assim, o tipo de ligacdo é altamente especifica, o
gue abre uma gama de possibilidades para possiveis aplicacdes dos QDs em imunomarcacdes,
como em técnicas de imunofluorescéncia, possibilitando sua aplicacdo no diagndstico de
doengas (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; STANISAVLIJEVIC et al.,, 2013). Essa
interacdo pode ser observada na Figura 15.


http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=N-hidroxisuccinimida&action=edit&redlink=1
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Figura 15 - Esquema de QD conjugado a estreptavidina. A estreptavidina (amarelo) pode se ligar a até 4
moléculas de biotina.
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Fonte: Adaptado de SMITH et al., 2008.
Um outro mecanismo de conjugacdo que pode ser feito é a adsor¢do. O mecanismo de

adsorcdo é baseado em atracdes hidrofébicas (Van der Waals do tipo London) e/ou por
interacdo eletrostatica, sendo portanto, um método simples, flexivel e bastante utilizado
atualmente. Na adsor¢do ndo hé desnaturagdo do anticorpo como pode acontecer quando usa-
se alguns agentes de acoplamento, ja a avidina € uma proteina de alto custo, sendo portanto, a
adsorcdo um metodo economicamente mais satisfatério, pois dispensa o uso de outras
substancias.

A adsorgdo passiva tem sido estudada extensivamente para imobilizacdo de
imunoglobulinas em microplacas de poliestireno e em microesferas (HERMANSON, 2008).

A adsorcdo passiva tem sido estudada extensivamente para imobilizacdo de
imunoglobulinas em microplacas de poliestireno e em microesferas (HERMANSON, 2008).
Em muitas situacdes a adsorcdo é vantajosa, no entanto, ela é dependente da forca idnica do
meio, do ponto isoelétrico (pl) das proteinas e muitas vezes é irreprodutivel (Bangs
Laboratories, 2008, HERMANSON, 2008).

Dependendo do agente estabilizante/funcionalizante utilizado na sintese dos QDs,
podem ser utilizados diferentes compostos quimicos que proporcionem uma ligacéo covalente
entre 0 QD e a proteina de interesse. O glutaraldeido ¢ uma molécula que contém dois
grupamentos aldeidicos, sendo um em cada uma de suas extremidades, esse fato possibilita a
ligacdo dessa molécula & porcdo amina das proteinas, formando bases de Schiff®. Por possuir
essa afinidade por aminas, o glutaraldeido pode ser usado como agente funcionalizante
inespecifico para qualquer tipo de proteinas presente nas células. Bem como, agente de
ligacdo de QDs a biomoléculas, que sejam capazes de se ligar especificamente a certas
estruturas biol6gicas, como aos anticorpos por exemplo. Para estas finalidades, o

glutaraldeido deve ser utilizado em concentracdes menores que 1%, pois em concentracfes

% E uma estrutura labil formada pela reagéo entre um grupamento aldeido e uma amina priméria.
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maiores pode causar fixacdo de estruturas bioldgicas, bem como, promover ligacoes
indesejaveis ou inativar biomoléculas (MENEZES et al., 2005; MENEZES, 2006).

Para os QDs que possuem amina na sua superficie, além do glutaraldeido que, como ja
foi citado anteriormente, propicia uma ligacdo amina-amina, pode também se utilizado o
Sulfo-SMCC para promover a ligagao entre grupamentos amina dos QDs e com sulfidrilas da
biomolécula — Figura 16 (GAO, 2005). Essa reacdo normalmente € feita em pH aproximado
de 7,5, pois até esse pH o grupo maleidimida do Sulfo-SMCC é estavel e pode propiciar a
ligacdo entre grupamentos sufidrilas e amina (HERMANSON, 2008). Na maioria dos casos
quando se utiliza o Sulfo-SMCC é necessario utilizar um agente que exponha os grupamentos
sulfidrilas das proteinas — agente redutor, sendo os mais utilizados, o ditiotreitol (DTT)
(TIWARI et al., 2009) ou a mercaptoetanolamina (MAHMOUD et al., 2011). No entanto
Pathak em 2007 observou que essa metodologia, quando comparada ao uso da ligacdo pela
estreptavidina, diminui significativamente a eficiéncia do bioconjugado. Essa diminuicdo da
efetividade do conjugado pode ser devida a quebra dos anticorpos, gerando fragmentos menos
eficientes ou que se liguem ao QD de forma inadequada (PATHAK; DAVIDSON; SILVA,
2007).

Figura 16 - Conjugacdo covalente de QDs, utilizando Sulfo-SMCC, a fragmentos de anticorpos por interacéo

sulfidril-amina.
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Fonte: Adaptada de GAO et al., 2005.

Outros agentes de acoplamento normalmente utilizados sdo: o EDC e o (Sulfo-NHS),
pois possibilitam a formacdo de ligagdes amidas entre 0 QD e a proteina que se deseja
conjugar. O EDC reage com a carboxila presente no QD formando um intermedirio instavel
(o-acilisouréia), produto de um carbono do grupamento -N=C=N- (carbodiimida) da molécula
do EDC e o grupamento carboxilato dos QDs. A o-aciluréia pode rearranjar-se formando N-
aciluréia ou hidrolisar-se em meio aquoso, essas reagdes sdo indesejaveis, pois dificilmente
sera obtida a ligacdo amida no final. Por esse motivo, a estabilizacdo do intermediério ativo é
frequentemente essencial para rea¢es de conjugacgdo utilizando EDC com aminas primarias
(HERMANSON, 2008).
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A adicdo do Sulfo-NHS na reacdo com EDC permite a formacdo do intermediério
Sulfo-NHS éster, produto da reacdo entre o grupamento hidroxila do Sulfo-NHS com o
complexo reativo o-acilisouréia. Em seguida, o Sulfo-NHS eéster interage com a amina
primaria oriunda da proteina, promovendo a formacdo da ligagdo amida e a consequente
conjugacao do QD a biomolécula, como pode ser observado na Figura 17. O Sulfo-NHS éster
é negativamente carregado e, portanto, apresenta maior estabilidade quando comparada a o-
aciluréia. Entretanto, é importante ressaltar que empregando reacdo de etapa Unica (apenas
com EDC) ou por meio da reagdo com duas etapas (EDC e Sulfo-NHS), os produtos finais
obtidos sdo os mesmos, a formacédo de ligacbes amidas estaveis. No entanto, na rea¢cdo com
duas etapas hd um aumento do rendimento e uma melhora na cinética do processo. A ligacéo
covalente com EDC e Sulfo-NHS permite tanto a ligacdo de QDs carboxilados, as aminas das
proteinas, como a ligacdo de QDs aminados, aos grupamentos carboxilas das proteinas
(HERMANSON, 2008; WANG et al., 2012). Segundo Nakajima e lkada (1995), a formacéo
da ligagdo amida ocorre com maior rendimento na faixa de pH 4-6, podendo ainda ser
utilizado pH mais elevados, porém o rendimento sera menor (NAKAJIMA; IKADA, 1995).

O EDC e Sulfo-NHS sdo os agentes de acoplamento mais utilizados. No entanto, a
efetividade da conjugacdo ndo esté ligada apenas a eles e as nanoparticulas, mas também, as
diferengas estruturais e estabilidade de cada biomolécula na suspensdo, por isso sdo
necessarios protocolos de conjugacao diferenciados para cada uma delas.

Figura 17 — Esquema da conjugac&o covalente entre QDs carboxilados e proteinas. Os QDs carboxilados podem

ser ligados a proteinas ou outras moléculas, que contenham amina, usando EDC/Sulfo-NHS para formar uma

ligacdo amida.
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Fonte: adaptado de Wang et al., 2012.

2.4 GRUPOS SANGUINEOS:
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A constituicdo da membrana eritrocitaria, sua forma de mosaico fluido e os sistemas
de grupos sanguineos sdo testemunhos inequivocos da hereditariedade, onde a diversidade
expressa na membrana eritrocitaria define a identidade bioldgica de cada individuo
(MURADOR; DEFFUNE, 2007).

A maioria dos antigenos eritrocitarios corresponde a moléculas de carboidratos
associadas a proteinas da membrana plasmatica, formando as glicoproteinas, ou a moléculas
de carboidratos associadas a fosfolipidios da membrana, que formam os glicolipidios
(SAMPEDRO et al., 1998). A Figura 18 mostra um esquema de membrana eritrocitaria na
qual estdo representados alguns antigenos de grupos sanguineos.

Figura 18 - Modelo da membrana eritrocitaria que carrega 0s grupos sangiiineos
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Fonte: Adaptada de HOSOI, 2008.

De acordo com a International Society of Blood Transfusion (ISBT), existem 308
antigenos reconhecidos, dentre os quais, 270 estdo descritos em 30 sistemas de grupos
sanguineos (DANIELS et al., 2009). A fenotipagem desses antigenos é normalmente baseada
em reacgdes de imunoaglutinacéo.

A identificacdo desses antigenos é importante, pois sua classificacdo € pré-requisito
para transfusdes sanguineas, e até mesmo para transplantes de oOrgdos, pois grande parte
desses antigenos esta presente, ndo sé nas hemacias, mas também em varias células do corpo.
Transfusdes de sangue com antigenos diferentes aos dos pacientes podem levar a sérias
reacOes imunoldgicas, chamadas de incidentes transfusionais ou mais comumente de reagdes
transfusionais, que sdo agravos ocorridos durante ou apos a transfusdo sanguinea podendo
levar, até mesmo, o paciente a 6bito (LUDWIG; ZILLY, 2007).
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A hereditariedade dos grupos sanguineos passada de pais para filhos, seguindo as leis
da genética, foi comprovada cientificamente desde 1908. Além disso, foi provado também
que alguns deles sdo constantes e diversos; constantes no mesmo individuo permanecendo do
nascimento até a morte e diversos na coletividade, ou seja, um mesmo individuo possui varios
antigenos de varios grupos sanguineos (MURADOR; DEFFUNE, 2007).

A grande variedade de antigenos eritrocitarios tem significado biol6gico ainda pouco
compreendido. Transporte de membrana, adesdo celular, atividade enzimatica e participacao
na eritropoiese sdo algumas das funcOes atribuidas a esses antigenos na superficie das
hemécias (DANIELS, 2001).

Existem vérias evidéncias de que 0s grupos sanguineos tenham um papel na
susceptibilidade ou resisténcia a diversas doencas infecciosas e ndo infecciosas. Como o
processo infeccioso é relacionado a ligacdo dos microrganismos as moléculas expressas em
células hospedeiras, provavelmente os antigenos carboidratos do sistema ABO (e este
associado geneticamente aos fendtipos dos sistemas Secretor e Lewis), criam um perfil
polimorfico nas membranas das mucosas que € importante para alterar os receptores para
bactérias e virus (MATTOS; MOREIRA, 2004).

Alguns alelos responsaveis por esses antigenos ndo codificam os antigenos
diretamente, pois sdo carboidratos e ndo proteinas, mas codificam enzimas chamadas
glicosiltransferases, que adicionam moléculas de carboidratos as moléculas de proteinas ou de
lipidios presentes na membrana celular da hemécia (DANIELS, 2001).

O conhecimento dos grupos sanguineos tem contribuido para o entendimento de
alguns dos mecanismos basicos da heranca genética e a mais de um século de sua descoberta
continua sendo de grande interesse pratico e conceitual (DEL PEON-HIDALGO et al., 2002).

2.4.1. Sistema ABO:

O sistema de grupo sanguineo ABO desde sua descoberta, em 1900 pelo cientista
austriaco Karl Landsteiner, é considerado até hoje o mais importante sistema de grupo
sanguineo na medicina clinica transfusional. Karl Landsteiner, em 1900, encontrou trés
diferentes tipos sanguineos (A, B e O) pelas diferencas soroldgicas no sangue. Em 1902, von
DeCastello e Sturli descobriram um quarto tipo, o AB (DANIELS, 2001).
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Este sistema € caracterizado pela expressao de dois antigenos carboidratos (A, B e H)
na membrana das hemacias, podendo ser também encontrados em varias células como:
Linfocitos, células endoteliais do capilar venoso e arterial, plaquetas, células sinusoidais do
baco, medula dssea, da mucosa gastrica, além de secrecdes e outros fluidos como saliva, urina
e leite. Alem disso, o sistema ABO também possui dois anticorpos plasmaticos que sdo
produzidos ap6s o nascimento: o anti-A e o anti-B (MATTOS; MOREIRA, 2004; HOSOI,
2008).

Os individuos que ndo apresentam um antigeno particular (A e/ou B) de grupo
sanguineo podem produzir anticorpos naturais contra antigenos ausentes. O grupo O ndo
possui as transferases A e B, mas apresenta o antigeno H em grande quantidade na superficie
das hemacias. Quando os eritrocitos do individuo possuem antigeno A e/ou B, 0s anticorpos
correspondentes, anti-A e/ou anti-B, estdo ausentes no soro. Por outro lado, se os antigenos A
e/ou B estdo ausentes na membrana eritrocitaria, o soro contém o anticorpo contra o antigeno
ausente. Por conseguinte, o individuo do tipo A terd anticorpos anti-B no soro; o individuo do
tipo B terd anticorpos anti-A no soro; o individuo do tipo O tera isoanticorpos anti-A e anti-B
no soro e, o individuo AB ndo apresentara isoanticorpos no soro, como podemos ver
exemplificado na Tabela 1 (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2005; HOSOI, 2008). Sendo
assim, se um individuo receber células sanguineas que expressam 0 antigeno ausente, 0s
anticorpos preexistentes se ligam a estas células transfundidas, desencadeando reacOes
transfusionais (AMENDOEIRA, 1991).

Tabela 1 - Correlagdo entre o antigeno presente nas células do individuo e o anticorpo circulante no soro.

Grupo Sanguineo | Antigeno Eritrocitario | Anticorpo presente no Soro
Ag A anti-B
B, B anti-A
A1B1 AeB Ausente
©) * anti-A e anti-B

* Possui o antigeno H, o qual ¢ a base de todos os outros antigenos. A auséncia deste antigeno originou o “O”
Bombay. O "O" Bombay ndo possui nenhum antigeno, mas o paciente possui no soro o anti-H, portanto
individuos desse grupo sanguineo so recebe transfuséo de outro individuo “O” Bombay.

Estas reacfes podem provocar: hemolise imediata, mediada pelo sistema
complemento; fagocitose extensiva das hemacias revestidas por anticorpos e complemento;
liberacdo exacerbada de hemoglobina que pode chegar a niveis toxicos para células renais;
febre alta; choque; coagulacdo intravascular disseminada, entre outras reacdes (ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2005; LUDWIG; ZILLY, 2007).
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Ainda ndo esta totalmente esclarecida a razdo pela qual o organismo é estimulado a
produzir anticorpos contra os antigenos A ou B ausentes, todavia, aparentemente existem
antigenos semelhantes as estruturas ABO na natureza que de algum modo produzem
sensibilizacdo natural. A hipdtese mais disseminada para a producdo de anticorpos pelo
organismo € a de uma reacdo cruzada com epitopos de antigenos expressos em bactérias,
virus, plantas e até mesmo em alimentos que possuem estrutura similar a dos antigenos A e B
levando a producdo destes anticorpos (RAVEL, 2005; DANIELS, 2001; ABBAS;
LICHTMAN; POBER, 2005; HOSOI, 2008).

Os anticorpos anti-A e anti-B podem ser da classe IgM, 1gG ou IgA, podendo conter
as trés classes em alguns soros. Individuos ndo imunizados possuem predominantemente IgM,
embora 1gG e IgA também possam estar presentes. Os anticorpos ABO eventualmente
detectados no soro de neonatos sdo usualmente IgG de origem materna. 1sso ocorre, pois em
recém-nascidos os anticorpos predominantes sdo da classe IgG, estes sdo pequenos (Figura
19) e podem atravessar a barreira hematoplacentéaria. Geralmente outras classes de anticorpos,
IgM por exemplo, sdo detectados em pequenas concentracdes aos trés meses de idade, e

continuam aumentando até alcancar niveis de adultos, entre 5 e 10 anos (DANIELS, 2001).

Anticorpos séo proteinas globulinicas chamadas Imunoglobulinas (lg) e sdo divididas
em classes distintas denominadas IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM. Toda molécula de anticorpo
possui a mesma caracteristica estrutural basica composta de duas cadeias leves e duas cadeias
pesadas variando principalmente nas regides de ligacdo ao antigeno. Tanto a cadeia pesada
guanto a cadeia leve possuem uma regido amino terminal variavel, que participa do
reconhecimento dos antigenos, e de regibes constantes carboxiterminais com funcdes efetoras.
Cada anticorpo contém pelo menos dois sitios de ligagdo com o antigeno e podem se ligar a
duas moléculas ao mesmo tempo, essa flexibilidade é conferida pela regido de dobradica
(ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2005)
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Figura 19 - Classes de imunoglobulinas denominadas IgA, 1gD, IgE, IgG e IgM.

No organismo ha milh&es de anticorpos, estima-se que haja aproximadamente de 10’ a
10° diferentes tipos, cada um com uma Unica sequencia de aminoacidos o que gera elevada
especificidade e afinidade ao antigeno. Os anticorpos possuem muitas funcbes efetoras, tais
como: inducdo de neutralizagdo tanto de micro-organismo como toxinas microbianas,
opsonizacdo de antigenos aumentando a fagocitose, citotoxidade celular dependente de
anticorpo em que ha marcacao pelos anticorpos aos microrganismos que serao destruidos pelo
sistema imunoldgico natural, hipersensibilidade imediata, ativacdo do sistema complemento,
entre outros (ABBAS; LICHTMAN; POBER, 2005).

Em pesquisas laboratoriais, diagnosticos clinicos e em terapia, utilizam-se anticorpos
monoclonais e/ou policlonais, para a identificacdo de antigenos especificos expressos na
membrana das hemaécias, por exemplo. Normalmente esses anticorpos sdo adquiridos
comercialmente. Os anticorpos monoclonais sdo produzidos por um unico clone de células B
(hibridomas de células B), crescidas em cultura de células. Os anticorpos produzidos desta
forma reconhecerdo um Gnico epitopo no mesmo antigeno, pois possuem a mesma estrutura,
especificidade e afinidade. Esta técnica de producgéo clonal de anticorpos foi desenvolvida por
Georges Kohler e Cesar Mistein (KOHLER; MILTEIN, 1975; LEHNINGER, 2002), que
ocasionou grande avango nas ciéncias biomédicas e é empregada em diferentes técnicas como
cromatografia de afinidade, ELISA e imunofluorescéncia, devido a sua alta especificidade. Ja
os anticorpos policlonais sdo derivados de diferentes linhagens de células B. Estes sdo uma

mistura de moléculas de imunoglobulinas secretadas contra um antigeno especifico, cada uma
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reconhecendo um epitopo diferente, por isso, sdo muito utilizados para detectar proteinas que
possuem niveis baixos de expressdo. Isso é possivel, pois com o uso de policlonais um maior
numero de anticorpos poderdo se ligar a uma Gnica molécula de proteina aumentando o sinal
de deteccao.

O perfil que o sistema ABO apresenta quanto a distribuicdo de antigenos e presenca de
anticorpos naturais circulantes, gera um grande obstaculo para a transfusdo sanguinea pela
resposta imunoldgica aos antigenos expressos na membrana eritrocitaria, que podem ser
diferentes entre individuos. Uma das dificuldades, que ainda persistem, ¢é a identificacdo de
alguns subgrupos do sistema ABO, pois nos subgrupos a quantidade de antigenos é
diminuida, podendo ocorrer erros de fenotipagem e/ou dificuldade de andlise. Dentre 0s
diversos antigenos existentes, os do sistema ABO sdo os que despertam maiores respostas
sendo uma barreira ao sucesso de transplantes de 6rgdos sélidos (ABBAS; LICHTMAN;
POBER, 2005; WITTIG et al., 2006). Além disso, os anticorpos naturais da classe IgM, anti-
A e/ou anti-B, os quais podem estar presentes no soro, constituem também uma barreira nas

transfusdes de sangue e transplante de 6rgdos ABO incompativeis (THAKRAL et al., 2005).

2.4.2 Subgrupos do Tipo A:

Os subtipos do grupo ABO sdo chamados de subgrupos ou variantes e sdo
distinguidos pela reducdo da quantidade de antigenos A, B ou O (H) nos eritrécitos, sendo o
grupo A o que tem a maior variacao de subgrupos (HOSOI, 2008).

O locus ABO que é localizado no brago longo do cromossomo 9 codifica transferases
especificas para formacdo dos acucares N-acetil-D-galactosamina (antigeno A) e/ou D-
galactose (antigeno B) a partir do antigeno H — Figura 20 (THAKRAL et al., 2005, HOSOI,
2008). Por sua vez, esse antigeno € um carboidrato produzido pela agdo da enzima a-2-L-
fucosiltransferase, que é codificada no locus FUT1 do cromossomo 19 e, portanto, é
geneticamente independente do locus ABO (BATISSOCO; NOVARET]I, 2003)
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Figura 20 — Sintese dos antigenos do Sistema ABO.
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O grupo A apresenta dois subgrupos principais: A; e A,. Aproximadamente 80% dos
individuos do grupo A pertencem ao subgrupo A; e 19% ao A,. Apenas 1% dos individuos
pertence aos demais subgrupos de A (RAVEL, 2005) como, Az, A4, As, Ax, Ao, Am, Aend,
Abantu, Azes Ael € UM tipo intermediario, o Ajn;, que € uma variante do A, (SAMPEDRO et al.,
1998). A quantidade de antigenos expressos neles diminui na seguinte ordem:
A>A>A>ASAce>An>Ae, N30 sendo citado neste trabalho a expressdo de antigenos dos
subgrupos A4, As, Ao, Avantu, Aize (HOSOI, 2008).

Além disso, a baixa expressdo de antigenos A e B em subgrupos podem também estar
associadas com condi¢cdes patolégicas ou fisioldgicas incluindo doencas malignas
hematoldgicas, infec¢Bes bacterianas e gravidez (HULT; OLSSON, 2010)

Sorologicamente, a distingdo na fenotipagem entre A; e A, € baseada numa diferenca
no numero e distribuicdo dos antigenos A na membrana da hemacia e numa diferenca
qualitativa de estrutura. A diferenciacdo entre ambas é feita mediante a utilizacdo de
anticorpos monoclonais e lectinas especificas, a Dolichos biflorus (anti-A;) e a Ulex
europaeus (anti-H) (ROSASCO; LIPPI; VALVERDE, 2001). O subtipo A, apresenta
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deficiéncia da enzima N-acetil-galactosamina transferase, que insere a N-acetil-galactosamina
terminal ao antigeno H, caracterizando o antigeno A.

O fendtipo A,, comum em caucasianos, é detectado sorologicamente por meio da
capacidade dos eritrocitos aglutinarem com o soro anti-A e de ndo aglutinarem com a lectina
anti-A;, ao contrério do fendtipo A;, cujas hemécias séo aglutinadas tanto na presenca do anti-
A; como do anti-A (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003). A lectina anti-A; reconhece a N-
acetil-a-D-galactosamina terminal, ja o anti-A reconhece o antigeno A em qualquer posicéo,
por isso, tanto A; quanto A, aglutinam com o anticorpo monoclonal anti-A, enquanto apenas
A; aglutina com a lectina anti-A;. Na Figura 21 podemos observar esquematicamente a
diferenca estrutural dos subgrupos A; e A,.

Figura 21 — Esquema da diferenca estrutural dos subgrupos Al e A2.
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Adaptada STANLEY; CUMMINGS, 2009.

O subgrupo Ain, mais comum na raca negra, apresenta caracteristicas intermediarias
entre A; e A, (ROSASCO; LIPPI; VALVERDE, 2001). Os critérios para classificar o Ajy; S80
controversos. Alguns grupos classificam de Ay aquelas células com reagdes fracas com
Dolichos biflorus (anti-A;), porém com reatividade anti-H mais forte que as A, ao passo que
outros classificam por sua forte reatividade com anti-A; e anti-H (ROSASCO; LIPPI;
VALVERDE, 2001).

O fendtipo Az € um dos subgrupos A mais incomum, devido a reacdo soroldgica
apresentar-se como campo misto, onde uma parte das células aglutina e outra parte nédo
aglutina na presenca do anti-A (SVENSSON et al., 2011). Alguns autores relatam que ocorre
uma teoria chimera ou mosaico, na qual algumas células possuem antigenos A e outras ndo
possuem (OLSSON; CHESTER, 1996). Ja Svensson e colaboradores em 2011 sugeriram que

poderia ser uma causa bioquimica (ramificacdo de um glicolipidio). No entanto, estes autores
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afirmam ser necessarias analises acerca da distribuicdo espacial de antigenos na membrana
dessas hemécias a fim de explicar a presenca de campo misto nesses pacientes (SVENSSON
etal., 2011).

2.5 LECTINAS

O reconhecimento entre proteinas e carboidratos € de fundamental importancia em muitos
processos bioldgicos. A variagcdo na expressao de carboidratos nos varios processos metabolicos
de reconhecimento celular possibilita o uso das lectinas como marcadores estruturais,
revelando o glicocddigo de glicoconjugados em superficies celulares (SHARON & LI1Z,
2004).

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, com um ou mais sitios por subunidade,
que podem se ligar, de forma reversivel, aos residuos de aglcares especificos, através de
pontes de hidrogénio e interacdes de Van Der Waals (L1Z & SHARON, 1998). Sistemas
utilizando lectinas e moléculas luminescentes, como sondas moleculares, tém se mostrado
promissores na investigacdo de modificacbes na expressdo de glicoproteinas presentes na
superficie da membrana celular (CASTRO, 2008).

A lectina Ulex europaeus agglutinin-1 (UEA-I) se liga especificamente a residuos de
a-L-fucose presentes em glicoproteinas e glicolipideos. A UEA-I é uma metaloglicoproteina
homodimérica. Cada uma de suas subunidades (Figura 22) tem peso molecular de
aproximadamente 27 KDa (AUDETTE et al., 2000). Em processos nos quais ocorre alteracdo
da glicosilacao alterada, residuos terminais de fucose, aos quais a UEA-I se liga, podem ser
expressos em cadeias de carboidratos seja pela adi¢do de residuos de fucose ou pela perda de
acucares de outros terminais (OKAZAKI et al., 2004).
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Figura 22 - Representacdo do mondmero de UEA-I.

As lectinas vém se mostrando como preciosa ferramenta nas pesquisas bioquimicas e
biomédicas devido a sua estabilidade quimica, facil utilizacdo e sua alta especificidade no
reconhecimento de carboidratos distintos, associada a grande disponibilidade na natureza,

sendo otimizadas em diversas aplica¢Ges bioldgicas (SAMES et al., 2001).

2.6 CITOMETRIA

A citometria de fluxo é uma técnica multiparamétrica que permite uma analise rapida,
objetiva, qualitativa e quantitativa de células em suspensdo (NAKAGE et al., 2005),
examinando e classificando particulas microscopicas, com tamanhos de 0,2 a 150 pm,
suspensas em meio liquido sob um fluxo continuo.

Por meio de uma deteccdo, Optico-eletrbnica, o citdmetro de fluxo analisa
caracteristicas tanto fisicas como bioquimicas de uma unica célula. Assim, propriedades de
interesse podem ser determinadas em populac6es e subpopulacdes de uma amostra. A analise
fisica propicia a delimitacdo de uma subpopulacdo de interesse e é feita utilizando o sistema
Optico para analisar basicamente o tamanho e a granulosidade das células. Alguns aparelhos
podem realizar uma separacdo fisica das células de acordo com suas caracteristicas
citométricas (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999). A analise bioquimica esta, assim como na
microscopia, relacionada a utilizacdo de marcadores fluorescentes, dai vem o nome FACS
(Fluorescence Activated Cell Sorter). Utilizando a fluorescéncia, quantidade e tipos de

antigenos ou proteinas presentes na membrana, citoplasma ou ndcleo podem ser quantificados
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e classificados (ROITT; BROSTOFF; MALE, 1999; GUILHERME et al., 2008). Uma
diferenca bésica entre microscopia de fluorescéncia e citometria é que a microscopia permite
a localizacdo morfoldgica de proteinas ou antigenos em um pequeno numero de células, ja a
citometria ndo permite essa localizacdo, mas permite uma quantificacdo com alta
sensibilidade de um grande nimero de células marcadas.
A estrutura de um citdbmetro é composta basicamente de trés diferentes sistemas fisicos
complementares:
e de fluxo: onde, com o auxilio de um liquido, as células s&o transportadas, uma a uma,
na camara de fluxo ou “flow cell” para que sejam posicionadas no centro de um feixe

de laser;

e Optico: que consiste em um feixe de laser que ao interagir com a célula sofre
espalhamento podendo gerar fluorescéncia. Tanto o espalhamento quanto a
fluorescéncia sdo coletados por um conjunto de filtros e detectores Opticos

apropriados;

e eletrbnico: responsavel pela conversdo dos sinais Opticos detectados em sinais

eletronicos, estes sdo processados e analisados por sistema computacional.

A Figura 23 mostra uma representacdo de um citdmetro FACSCalibur, por exemplo.
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Figura 23 - Representacdo esquematica de um citémetro de fluxo FACSCalibur de bancada.
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Fonte: Adaptado do manual da BD Biosciences, 2000.

A suspensdo é introduzida por aspiracdo no citdmetro e conduzida através de um fluxo
de liquido isotdnico até a cAmara de fluxo. Nesse compartimento, um feixe laser incide sobre
cada célula, sendo que uma parte do laser incide frontalmente (“Forward Scatter Cell" ou
FSC) e outra parte é dispersa lateralmente ("Side Scatter Cell" ou SSC). A fracdo FSC é
relativa ao tamanho da célula e a SSC representa a complexidade intracitoplasmatica, que nas
celulas sanguineas caracteriza a granulosidade interna (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2004).
Correlacionando as medidas FSC e SSC é possivel diferenciar grupos celulares em uma
populacdo de células heterogéneas e, a partir dai, selecionar um grupo (“gating”) e direcionar
as proximas andlises para a populacdo selecionada. Na Figura 24 A sdo representadas
diferentes populagdes celulares; linfdcitos (R1), mondcitos (R2) e polimorfonucleares (R3),
onde o eixo Y do grafico representa a complexidade e granulosidade da célula (SSC) e o eixo
X representa o tamanho da célula (FSC). As hemacias (Figura 24 B) sdo as células menores e
menos complexas do sangue (ndo possuem nucleo nem granulos intracitoplasmaticos), por
isso elas s@o normalmente adquiridas em escala logaritmica, visto que em escala linear a
populacdo referente as hemacias fica muito proxima aos fragmentos celulares, tornando-se

dificil sua identificacéo.
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Figura 24- Perfil de dot plot de sangue total lisado e heméacias (adquirido em escala logaritimica). Em (A)
sangue total lisado (adquirido em linearidade) mostrando as regides caracteristicas das populacdes celulares nos
parametros FSC x SSC. Em R1 nos temos linfocitos, em R2 mondcitos e R3 polimorfonucleares. E em (B) perfil
citométrico de hemacias adquiridas em escala logaritmica.
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Uma vez que uma célula ou particula passa pelo laser, os sinais de SSC, FSC e 0s
sinais de fluorescéncia sdo encaminhados para fotomultiplicadoras (detectores) através de um
sistema de espelhos e filtros opticos. A deteccdo da fluorescéncia de um corante particular é
aprimorada através da colocacdo de um filtro na frente da fotomultiplicadora, o qual permite
que apenas uma faixa estreita de comprimento de onda atinja o detector. Esta faixa espectral
de luz esta perto do pico méximo de emissdo do corante fluorescente. Esses filtros sdo
chamados bandpass (passa banda). Por exemplo, o filtro utilizado para o FITC (Isotiocianato
de Fluoresceina) € rotulado 530/30. Este nimero da as caracteristicas da banda espectral
transmitida: 530 + 15 nm. Outros filtros utilizados no citbmetro de fluxo s&o tipo shortpass
(filtros que transmitem comprimentos de onda da luz igual ou inferior a um determinado
comprimento de onda), e o filtro tipo longpass, (o qual transmitem comprimentos de onda
igual ou superior a um determinado comprimento de onda) (BD Biosciences, 2000).

A incidéncia do laser sobre fluor6foros causara a emissdo de luz de diferentes
comprimentos de onda (por exemplo: FITC fluoresce no verde; Ficoeritrina (PE) fluoresce no
laranja) que sera captada por diferentes detectores/filtros (FL1, FL2, FL3 ou FL4) e a
guantidade deles serd dependente de cada aparelho (CAVALCANTI JUNIOR et al., 2004),
gerando gréaficos de resultados chamados de dot plot (Figura 25 A) ou histogramas (Figura 25
B).

Caso as células expressem o antigeno em estudo, elas serdo detectadas pelo citdbmetro
através da fluorescéncia emitida pelo marcador ligado ao anticorpo. No caso da expressdo de

mais que um antigeno de interesse, pode-se efetuar marcagao mdaltipla e as células mostraréo
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diferentes combinagdes de anticorpos - fluoréforos, dando o perfil multiparamétrico que a
técnica possui, ou seja, varias avaliacdes podem ser feitas a0 mesmo tempo. O dot plot € mais
usado em casos de marcacOes duplas, jA o histograma em analises de marcacdo simples —
apenas um fluoroforo.

Na Figura 25 (C) pode ser observada a separacdo dos filtros de emisséo do citdmetro
dependendo do comprimento de onda do fluor6foro. Neste caso da figura o fluoréforo tem
emissdo na regido do verde, portanto o filtro ideal para coletar a fluorescéncia € o FL1, porém
0 espectro por ser um pouco largo pode-se também ser detectado um pouco de fluorescéncia
no filtro FL2, por isso é que depende da emisséo do fluordforo a escolha do filtro, o qual deve
ser utilizado no equipamento.

Devido a grande aplicabilidade da citometria, tém-se aumentado a oferta de novos
equipamentos, inclusive alguns deles menores e, portateis, que podem ser adquiridos a
menores custos. Esta técnica tem sido aplicada no Brasil em diversos projetos cientificos
relacionados a hematologia (NAKAGE et al., 2005). Além disso, esta técnica € padrdo ouro
para diversas reacdes imunofenotipicas, como por exemplo, para investigacdo de subtipos de
leucemia mieloide aguda utilizando corantes organicos associados a anticorpos especificos.
Além disso, a citometria permite um rastreamento rapido de um grande ndmero de células, e
por esta técnica um numero pequeno de células defeituosas pode ser detectado entre um
grande nimero de células normais (GUILHERME et al., 2008).

Os eritrocitos podem ser analisados utilizando sangue total com anticoagulante ou
com hemacias isoladas ap6s a centrifugacdo. A citometria geralmente € utilizada na
quantificacdo de reticuldcitos, pesquisa de eritroparasitas e deteccdo de anticorpos
antieritrocitarios (NAKAGE et al., 2005). A técnica também é utilizada na deteccdo e
quantificacdo de pequenas populacdes de eritrocitos com alteracBes genéticas, de hemacias
transfundidas e de hemaécias fetais em sangue materno (GARRATTY; ARNDT, 1999).
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Figura 25 — Representagdo esquematica de dot plots, histogramas e filtros de detecgdo de um citdmetro de fluxo.
Em (A) dot plots mostrando em seus quatro quadrantes a positividade e negatividade de marcacdo para dois
antigenos celulares em filtros FL1 e FL2 (verde e laranja, respectivamente) e em (B) um histograma mostrando a
delimitacdo da positividade e negatividade de marcacdo para o filtro FL2, sendo a contagem em nlmero de
células. Ja em (C) representacdo dos filtros/detectores do citbmetro, dependentes do comprimento de onda de
emissao.
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Fonte: (A) Adaptada de GIVAN, 2001.

2.7 PRINCIPAIS METODOS DE CONFIRMAGAO DA CONJUGACAO:

Alguns métodos de confirmacdo de conjugacdo vém sendo rotineiramente utilizados
por varios pesquisadores, dentre eles, 0s mais citados sdo: a eletroforese e a espectroscopia
por correlacéo de fluorescéncia (HUANG et al., 2006; AL-JAMAL et al., 2009; SHAO et al.,
2009).
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2.7.1 Eletroforese

E uma técnica de separagio de particulas/moléculas eletricamente carregadas, através
da aplicacdo de uma diferenca de potencial. As amostras sdo aplicadas em um gel, o qual deve
ser escolhido de acordo com o tamanho da biomolécula para uma melhor migracdo e
separacdo dos diferentes fragmentos presentes numa mesma amostra. Portanto, a separacao
por essa técnica se baseia tanto no tamanho da particula/molécula, quanto pela sua carga. Esta
técnica é Dbastante utilizada para separacdo e purificacdo de proteinas, acido
desoxirribonucleico (DNA), acido ribonucleico (RNA) e nanoparticulas (GERION et al.,
2001; PARAK et al., 2002; PONS et al., 2006, RADKO; CHRAMBACH, 2005; SONG et al.,
2006, LIU; LIN; WU, 2004).

A eletroforese em gel de agarose vem sendo bastante utilizada para separacdo de QDs
conjugados a moléculas de DNA (Parak, 2002), identificacdo da estabilidade de QDs sozinhos
(GERION et al., 2001) e até mesmo para separacdo de QDs conjugados a anticorpos ou
fragmentos de anticorpos (MAHMOUD et al., 2011). Por outro lado, a eletroforese em gel de
poliacrilamida ¢é indicada para separacdo de QDs conjugados a proteinas (PATHAK;
DAVIDSON; SILVA, 2007). As eletroforeses em gel sdo rotineiramente utilizadas como
métodos de confirmacdo da conjugacdo, pois 0s QDs sozinhos (Figura 26 B) apresentam
migracdo diferenciada de quando estdo conjugados aos anticorpos (Figura 26 A). Essa
migracdo diferenciada é devido ao fato das proteinas serem maiores e mais pesadas que 0s
QDs, e por isso, migram menos (distancia) e mais lentamente no gel, enquanto os QDs
sozinhos migram mais rapido. No entanto quando os QDs estdo ligados as proteinas eles
migrardo juntos e consequentemente formardo uma Unica banda no gel se a conjugacéo for
eficiente (Figura 26 C). Por outro lado, caso essa conjugacdo ndo seja tao eficiente, além da
banda correspondente a dos QDs conjugados as proteinas, aparecera outra banda referente aos
QDs ndo conjugados (Figura 26 D). Por isso a eletroforese pode ser também utilizada para

confirmar e indicar quéo eficiente seré a conjugacdo, mesmo que apenas qualitativamente.
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Figura 26 - Esquema de uma eletroforese em gel para confirmacdo de conjugagdo. Em (A) podemos observar o
perfil de corrida de uma biomolécula com duas bandas e em (B) do QD. Ja em (C) observamos o perfil de
corrida de um QD conjugado eficientemente a uma biomolécula (sem QD livre) e em (D) um perfil de
conjugacdo ineficiente, pois apresenta uma banda de QD livre.
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Outro tipo de eletroforese, que vem sendo rotineiramente e bastante explorada pelos
pesquisadores para estudo de conjugacdo, é a eletroforese capilar. Esta € uma ferramenta de
separacdo e purificacdo interessante e versatil, devido a alta eficiéncia de separacdo e o
pequeno volume de amostra (nanolitros) utilizado. A separacdo eletroforética, nesse caso,
ocorre através da diferenca de potencial elétrico aplicado nas extremidades de um capilar que
conecta dois frascos contendo uma substéncia eletrolitica (tamp&o). A amostra é aplicada em
um dos lados do capilar e apds a aplicacdo de uma diferenca de potencial a amostra se desloca
através do tampao, e ao chegar préximo a outra extremidade séo detectadas. O detector envia
o sinal para um computador e os dados s&o apresentados como um eletroferograma, o qual se
refere ao sinal detectado em funcgéo do tempo (Figura 27). Na maioria dos sistemas comerciais
de eletroforese capilar o método de detecc¢do utilizado é através da absorbancia, mas também
pode ser usada a fluorescéncia, neste Ultimo caso é interessante apenas para amostras que

possuam propriedades fluorescentes, como é o caso dos QDs.
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Figura 27 — Esquema de um sistema de eletroforese capilar e de um eletroferograma. O eletroferograma é a
relagdo da absorbancia/intensidade de fluorescéncia pelo tempo de retengdo das moléculas no capilar.
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Fonte: The Swiss Laboratory for Doping Analyses http://www.doping.chuv.ch/en/lad_home.htm

O comportamento da migracdo pode ser diretamente relacionado ao didmetro de
particulas e a superficie quimica, como o potencial zeta, a constante dielétrica e a viscosidade
da solucdo (SCHNABEL; FISCHER; KENNDLER, 1997). Os QDs ndo conjugados atingem
0 detector em um tempo menor quando comparado aos QDs conjugados, visto que o0 QD
conjugado tem um maior tempo de retencdo no capilar, por estar ligado a proteina. Dessa
forma através do eletroferograma € possivel identificar os QDs conjugados dos ndo
conjugados, se tomarmos como exemplo o eletroferograma da Figura 26 o pico vermelho
(menor tempo de retencdo) seria referente ao QD ndo conjugado e o azul (maior tempo de
retencdo) ao QD conjugado. Comparada a eletroforese convencional, a eletroforese capilar €
bem mais sensivel e ha possibilidade de automacdo total do processo, que garante maior
qualidade e rapidez de resultados. Este tipo de eletroforese vem sendo utilizada para
comprovacao da conjugacdo de QDs a diversos tipos de biomoléculas (OSZWALDOWSKI et
al., 2010; SHI et al., 2009; VICENTE; COLO 2008; SONG et al., 2006).

A Eletroforese ¢ uma técnica de analise de QDs bem padronizada, de baixo custo e
rapida de analise. Entretanto, ainda possui algumas desvantagens, por exemplo; analise
apenas qualitativa, sO permite estudar biomoléculas/particulas eletricamente carregadas e

analisa poucas amostras por vez, além de ser uma técnica laboriosa.


http://www.doping.chuv.ch/en/lad_home.htm
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2.7.2 Espectroscopia por Correlagédo de Fluorescéncia

A técnica de espectroscopia por correlagdo de Fluorescéncia (FCS - Fluorescence
Correlation Spectrocopy) baseia-se na propriedade fluorescente de particulas ou moléculas
que passam aleatoriamente por um pequeno volume focal definido por um laser, focalizado
em um ponto da amostra. No momento em que cada particula ou molécula passa pelo foco do
laser (Figura 28) gera uma flutuacdo da intensidade de fluorescéncia emitida, decorrente do
movimento browniano das particulas, que passam aleatoriamente pelo volume focal de
excitacdo (SHAO et al., 2009). Uma fotomultiplicadora detecta o sinal da fluorescéncia no
regime de contagem de fotons, gerando em tempo real um sinal eletrénico, o qual é utilizado

para construir uma curva de correlacdo em funcéo do tempo (THOMAZ, 2013).

Figura 28 - Caminho de uma molécula passando pelo foco do laser.

B

Fonte: Schwille, 2001, adaptada.

A técnica de FCS é quantitativa e pode medir a velocidade de difusdo, tamanho,
namero de moléculas/particulas fluorescentes, além da sua interagcdo com moléculas vizinhas
(HAN et al., 2011). Foi proposta pela primeira vez em 1972 no estudo de difuséo e ligacdo do
brometo de etidio na fita dupla de DNA (MADGE; ELSON; WEBB, 1972). Tem sido
utilizada, além de estudos do DNA, em imunoensaios e analises de células, podendo também
ser empregada para avaliar cinética e parametros termodindmicos de interacfes de
biomoléculas (SHAO et al., 2009).

A funcdo de autocorrelagdo, G(t), de um sinal de fluorescéncia que varia no tempo

pode ser calculada por:
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_(SF(t)SF(t + 1))
(7= (F(t))?

Eqg.1

Na qual, oF(t) = F (t) - (F(t)), é a flutuacdo da fluorescéncia, { ) se refere a média do
sinal em um tempo t (Figura 29) e (7) € um intervalo de tempo (tempo de atraso). A funcéo de
autocorrelacdo G(t) corresponde a probabilidade de que uma molécula, a qual emite
fluorescéncia dentro do volume de observagédo no tempo zero, ainda emita fluorescéncia
dentro desse volume apos um intervalo de tempo 7. Se a molécula difunde através do volume,
essa probabilidade caira ao longo do tempo, dependendo da mobilidade da molécula.
Moléculas mais rapidas causardo flutuagdes mais répidas, resultando em um decaimento mais
rapido da G(z).

Figura 29 - Representacdo da contagem de fétons ao longo do tempo. Na medida em que as
moléculas/particulas fluorescentes vdo passando no volume de observacdo faz-se o registro temporal das
flutuagdes de fluorescéncia. A linha vermelha representa a fluorescéncia média. Intensidade detectada em
milhares de contagens por segundo — keps.
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O valor da fungdo para um intervalo de tempo que se aproxima de zero G é
proporcional a amplitude das flutuacbes observadas, enquanto que o tempo em que a funcéo
decai para o valor de 1 é proporcional a frequéncia das flutuacbes. Portanto, flutuacdes mais
rapidas apresentardo decaimento em tempos menores, (t), acarretando em um desvio da curva
para esquerda. Por outro lado, flutuagbes mais lentas desviardo a curva para a direita. Além
disso, o tempo médio de decaimento das flutuagdes serd equivalente ao tempo médio de
permanéncia das moléculas no volume de observagdo ou o tempo médio de difuséo .

Na Figura 30, podemos observar a interacdo de moléculas a partir do grafico de
correlacdo x tempo de difusdo. Quando as moléculas/particulas fluorescentes passam no foco

do laser apresentam um tempo de difusdo médio menor (7p,) do que quando ela interage com
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outra molécula (tp,). Isso ocorre porque as particulas em (7;) s80 menores que em (7p,), OU
seja, se 0 tamanho da particula € menor o tempo de difusdo é pequeno, portanto a curva sera
deslocada para esquerda. No entanto, se 0 tamanho da particula aumenta maior sera o tempo
de difusdo e mais para direita a curva é deslocada (SCHWILLE; HAUSTEIN, 2001).

Figura 30 — AlteragBes do tempo de difusdo de um pequeno ligante com fluoréforo ao interagir com uma

proteina.
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(Adaptado de SCHWILLE; HAUSTEIN, 2001).

Através da curva de autocorrelacdo é possivel extrair uma grande quantidade de dados
de flutuacbes de fluorescéncia originados de eventos de associacao/dissociacdo, processos
fotodindmicos e reacBes quimicas. Mesmo que mais de um processo aconteca
simultaneamente & possivel separd-los ao descrever as fungBes de autocorrelacBes
separadamente para cada processo (SCHWILLE; HOUSTEIN, 2001)

No trabalho de 1972, o volume focal era grande e o detector ndo era sensivel para
detectar fluorescéncia de um unico fluoréforo. Isso explica o fato de apesar da técnica ter sido
demonstrada em 1972, o nimero de publica¢fes com FCS s6 disparou apds o surgimento dos
microscopios confocais com os trabalhos de Rigler et al em 1992-93 (RIGLER, 1993,
RIGLER; METS, 1993). Com a utilizacdo de microscopios confocais, a analise de diferentes
amostras se tornou possivel, desde solucGes até células vivas. O microscdpio confocal através
do pinhole (pequena abertura, semelhante a uma iris, no detector) restringe o volume de
deteccdo e de observacéo e, por isso, a analise € mais precisa.

Por ser uma técnica ultrassensivel de moléculas fluorescentes, a FCS vem sendo

utilizada para caracterizacdo de QDs e bioconjugados principalmente pela medida do raio
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hidrodindmico (WANG et al., 2012; SHAO et al., 2009; MURCIA et al., 2008; DONG et al.,
2006).

Se a particula que esta difundindo pelo volume focal for esférica, podemos associar a
ela um raio hidrodinamico, o qual pode ser calculado a partir da equacdo de Stokes-Einstein,

na qual o coeficiente de difuséo é inversamente proporcional ao raio hidrodindmico (R).

kT kT
=—— =>DR=—— Eq. 2
6mnR 6mnD

Sabemos entdo, que k é a constante de Boltzmann, T é a temperatura, n_a viscosidade
do meio e D o coeficiente de difusdo. No entanto, podemos usar a definicdo do tempo de

difusdo médio (Eq. 3) e calcular o raio hidrodinanico obtendo 7, da fungdo de autocorrelacéo
(Eq. 1).

2
_ ot
Tp — D Eq 3
_ 4KkTtp
R=0 3 Eq. 4

Nem todas as substancias tem coeficiente de difusdo conhecido, mas ele pode ser
obtido a partir de uma calibracdo utilizando uma substancia conhecida, como por exemplo; a
Rodamina (SHAO et al., 2009). Com isso, € possivel obter o raio lateral w, a partir de tp,
além disso, € possivel obter o k, pois 0 k e 0 w, sdo constantes que dependem apenas da
geometria do feixe (THOMAZ, 2013)

Vale ressaltar, que o raio hidrodindmico ndo da informacgdes sobre o nlcleo da
particula, mas sobre todas as moléculas e cargas que estdo proximas a superficie dos QDs.
Pelo fato dos QDs livres apresentarem raio hidrodindmico diferente dos QDs conjugados,
podemos saber através do FCS se houve ou ndo conjugacdo. Isso é possivel, pois 0s QDs
conjugados apresentam tempo de difusdo médio maior que 0s QDs livres.

Apesar da maioria dos artigos utilizando QDs e FCS sejam apenas para caracterizacao
e determinacgéo do tamanho de QDs nédo conjugados (HEUFF; CRAMB; MARROCCO, 2008;
MURCIA et al., 2008; DONG et al., 2006), artigos mais recentes como o de SHAO e
colaboradores (2009), SHI e colaboradores (2009) e Wang e colaboradores (2012) utilizaram

a técnica para demonstrar a conjugacdo de QDs a proteinas. Nestes trabalhos, a técnica foi
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utilizada para demonstrar, através da curva de correlacdo e do raio hidrodindmico, a
conjugacédo de QDs a anticorpos monoclonais (SHAO et al., 2009; SHI et al. , 2009; WANG
etal., 2012).

Apesar do uso de pequenas quantidades de material para analise e da sensibilidade da
técnica (diferenca de pequenas variagdes no raio hidrodinamico), é uma técnica de alto custo,

pois utilizam microscopios confocal na analise com detectores ultrassensiveis.

2.8 ENSAIO FLUORESCENTE EM MICROPLACAS

Estes métodos de confirmacdo de conjugacdo descritos anteriormente, ainda
apresentam algumas desvantagens e, portanto, novos métodos de estudar a bioconjugacao
vém sendo propostos a fim de complementarem as andlises, assim como o estudo da
conjugacgdo através do ENSAIO FLUORESCENTE EM MICROPLACAS, proposto nesse
trabalho. Esse método é baseado na leitura da fluorescéncia utilizando-se microplacas de
poliestireno, que possuem afinidades por proteinas/anticorpos, para confirmacdo da
bioconjugacao.

Atraveés de um fluorimetro de placa é feita a deteccéo da fluorescéncia nativa dos QDs
conjugados. Como a placa tem afinidade por proteinas/anticorpos, se 0 QD estiver associado
ao anticorpo, este ficara ligado a placa e o sinal de fluorescéncia sera detectado e, caso ele ndo
esteja ligado ndo haverd sinal — os QDs e 0s anticorpos ndo conjugados sdo os controles
negativos, pois 0s QDs sozinhos ndo se ligam a placa e serdo retirados durante a lavagem, ja
0s anticorpos sem QDs n&o devem fluorescer (Figura 31).



62

Figura 31 - Esquema do processo de interacdo entre QD de CdTe/CdS e modelo representativo da placa de

poliestireno empregada nos experimentos.

Fonte: CARVALHO, 2010.

Este método apresenta algumas vantagens frente a outros métodos convencionalmente
utilizados. Pois é possivel analisar varios tipos de amostras simultaneamente, como: QDs
conjugados a diferentes tipos de proteinas. E uma técnica de analise semiquantitativa,
reprodutivel, mais rapida (cerca de aproximadamente duas horas e meia, da montagem até a
leitura) e simples, quando comparada a eletroforese em gel convencional. Além disso, pode
dar informacdes a cerca da eficiéncia de conjugacdo, o que nao é possivel com a FCS.

Para a confirmacdo da conjugacao, os conjugados devem apresentar pelo menos 100%
de aumento da intensidade relativa de fluorescéncia quando comparados aos valores médios
dos controles. Esse valor foi adotado, pois para valores de conjugados acima ou igual a 100%
de intensidade relativa de fluorescéncia foi observado marcacdo especifica de células,
diferentemente de valores menores que ndo foi observada marcacgdo de células. Para o calculo

do aumento da intensidade de fluorescéncia, foi utilizada a seguinte equagéo:

A s . Fluorescéncia do bioconjugado — Fluorescéncia dos controles
Fluorescéncia relativa (FR) (%) = < Jo8ac ) %100
Fluorescéncia do controle

Eqg.5

Onde fluorescéncia do bioconjugado corresponde a intensidade de fluorescéncia
emitida pelo conjugado e fluorescéncia dos controles corresponde a média da fluorescéncia
emitida pelos controles (QDs e biomolécula, sozinhos). No ANEXO 1 encontra-se o artigo

referente a0 método com maiores detalhes.
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3. OBJETIVOS:

Dentro do contexto apresentado, o presente trabalho tem os seguintes objetivos:

3.1. OBJETIVO GERAL:

Sintetizar QDs de CdTe e conjugé-los covalentemente aos anticorpos monoclonais
anti-A e anti-B, bem como a lectina Ulex europaeus (anti-H), além de aplicar o0s

bioconjugados no estudo de grupos e subgrupos sanguineos através de citometria de fluxo.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Sintetizar QDs de CdTe, estabilizados e funcionalizados com AMS, com emissdo no
verde e no laranja;

e Realizar a caracterizacao Optica dos nanocristais;

e Conjugar covalentemente os QDs com emissdo no laranja ao anti-A e anti-B;

e Conjugar covalentemente os QDs com emissdo no verde ao anti-H;

e Realizar a caracterizacdo Optica dos conjugados;

e Estudar a conjugacdo atraves de ensaio fluorescente em microplacas, espectroscopias
por correlacdo de Fluorescéncia (FCS), eletroforese e ensaios de inibicdo de
carboidratos;

e Analisar a distribuicdo e quantificar antigenos A, B e H nos grupos A;, B1, A;B1e O
utilizando QD-(anti-A), QDs-(anti-B) e QD-(anti-H) por citometria de fluxo;

e Analisar a distribuicdo e quantificar antigenos A e H nos subgrupos A (A2, Az, Ax e
Ag) utilizando QD-(anti-A) e QD-(anti-H) por citometria de fluxo;
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Abstract: The ABO blood system is considered the most important system when topics as
transfusion, organs transplantation and criminal forensics are considered. Usually, molecular biology
techniques are employed in order to investigate more minutely ABO groups and subgroups, but they
are laborious and can be expensive. Alternative methodologies, such as those based on fluorescence
are less laborious, faster and have a high sensibility, allowing biomolecules identification and
guantification with high specificity. The aim of this work was to apply dual color MSA CdTe quantum
dots (QDs) covalently binded to anti-A or anti-B monoclonal antibodies, as well as the lectin anti-H, to
investigate red blood cells (RBCs) membrane antigens of A, B;, A;B;, O donors and of A subgroups
donors (A1, Az, As Ay, and Ag). The QDs-(anti-A) were able to distinguish A subgroups both by
fluorescence profile and by the labeling efficiency. Moreover, the QDs-(anti-B) also recognized
effectively B; antigens and A;B; RBCs were effectively labeled by QDs-(anti-A) and QDs-(anti-B). The
QDs-(anti-H) labeled efficiently O RBCs and showed to be an important and complementary tool for
analysis of A subgroups, since the fucose recognized by anti-H is not all converted in A antigens, by
correlating the A and H carbohydrates distribution on RBCs membrane. Therefore, we believe that
methodology developed here can be applied as less laborious, fast, low cost, quantitative and
complementary tool for the comprehension of the erythrocyte biology by using direct

immunofluorescence in living cells.

KEYWORDS: Erythrocytes, nanoparticles, subgroups, carbohydrates, covalent binding.

Introduction

The comprehension of the interaction between biomolecules and their functions in cells is very
important to understand the complexity of organisms. Since fluorescence based techniques present
high sensibility that enables the identification and quantification of biomolecules with high specificity,
important cells mechanisms can be probed by these techniques.” Organic dyes are very used for
fluorescence assays, however they present some disadvantages, such as the high photobleaching.
Therefore, new methods of analysis by using fluorescent semiconductor nanocrystals (Quantum Dots
— QDs) as fluorescent probes have been highlighted in life science.? QDs present some advantages
when compared with organic dyes, such as; size tunable emission spectra, broad absorption bands

and principally exceptional resistance to photobleaching.g"6 QDs have been successfully used as
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fluorescent probes in biological and medical field for many applications, such as bioimaging (fixed cell,
ex vivo live cell and in vivo animal targeting), bioanalytical assays and also as potential
photosynthesizers for photodynamic therapy.*>’

In order to QDs label specifically structures of biological systems, they need be conjugated
with organic molecules, such as; antibodies or lectins. However, effective bioconjugation can still be
considered a challenge, because it has to preserve the characteristics of both materials: the
fluorescence of QDs and the biochemical functions of biomolecules. Overcoming this challenge, an
efficient conjugation of QDs can be applied to recognize ABO antigens and elucidate features related
to immunohematology.

The ABO blood group system was discovered in 1900 by Karl Landsteiner® and it's one of 30
blood systems exis’[ing.g It is also considered the most important blood system when topics as
transfusion and organ transplantation are regarded. Besides, it is important for personal identification
on forensics.™ This system has three different antigens (A, B and/or O (H)), being L-fucose (H) the

precursor of A and B antigens.'™*?

The phenotyping of ABO antigens is usually performed by red
blood cells (RBCs) hemagglutination assays by using tubes and columns containing monoclonal
antibodies (anti-A and/or anti-B antibodies) or lectins, as Ulex europaeus (anti-H). These techniques
are sufficient to laboratorial routines applied to blood transfusion in patients that have never received
blood previously. However, recurrent transfusions and organ transplantations require a more detailed
evaluation of the antigens for an ABO system classification.*? By using hemagglutination assays is not
possible to quantify RBCs antigens and the identification of subgroups can be inaccurate, for example,
both A; and Ay subgroups present weak agglutination with anti-A antibody.13 The phenotyping of
subgroups are very difficult, because the amount of A or B antigens decrease on RBCs membranes.™
The uncorrected identification of these antigens can lead to severe transfusion incidents.” The
confirmation of weak phenotype subgroups can be performed by ABO genotype analysis located in

chromosome 9q34 through molecular biology techniques.*®™*®

However, these techniques do not give
information nor about distribution profiles neither about antigen quantifications on RBCs membranes, *°
besides they are laborious and more expensive assays. Thus, the development of less laborious, fast,
specific, reproducible and low cost new methodologies are still in focus for subgroups investigations.

In this context, the aim of this work was to apply dual color MSA CdTe quantum dots (QDs)

covalently binded to anti-A or anti-B monoclonal antibodies, as well as the lectin anti-H, to investigate
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RBCs membrane antigens of A;, B;, A;B;, O donors and of A subgroups donors (A;, A, Az Ay, and
Ae) by flow cytometric analysis. There are just a few previous and recent works that already

1020 However,

investigated ABO antigens in some blood groups and subgroups by flow cytometry.
these studies with fixed cells and indirect fluoroimmunoassays by using secondary antibodies can
make this methodology more expensive. In addition, the process of fixing cells can increase their
autofluorescence and can cause loss of the membrane carbohydrates.

Some of us have previously demonstrated the potential of using QDs-(anti-A) bioconjugates to
investigate qualitatively A subgroups by applying CdS/Cd(OH), QDs by microscopy.”* However, bare
CdTe QDs and their bioconjugates (CdTe QDs covalently binded to anti-A) present a considerable
higher fluorescence when compared to CdS/Cd(OH), QDs. Therefore, in this present work we applied
direct fluoroimmunoassays in living cells, without any fixation agents, to recognize and evaluate
quantitatively A, B or H RBCs antigens by flow cytometry by using CdTe QDs directly conjugated to
the antibodies or the lectin. To our knowledge, this is the first study that investigated H antigens profile
by fluorescence techniques and correlated A and H antigens on A subgroups membrane.
Furthermore, our methodology was able to distinguish A subgroups either by profile and labeling
efficiency.

Therefore, QDs conjugated to anti-A, anti-B or anti-H can provide not only a complementary
methodology of analysis of the erythrocyte biology, but also can contribute to the safety and efficacy of

pre-transfusion and biocompatibility tests for organ transplantation and recurrent transfusions

purposes.

Experimental Procedures

Synthesis and Characterization of CdTe/CdS-MSA QDs

Aqueous colloidal dispersion of orange and green CdTe/CdS-MSA core/shell QDs were

synthesized by adapting a previously reported method.***

Briefly, QDs were prepared by the addition
of Te*” (obtained from metallic tellurium at 10 mol — Sigma Aldrich) in a 0.01 M CdCl, or Cd(CIO4),
(Sigma Aldrich) solution with pH >10 in the presence of MSA (3-mercaptossuccinic acid - Sigma

Aldrich) as stabilizing agent.
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We used a 2:1:2.4 molar ratio of Cd/Te/MSA in PBS (0.01 M) solution for orange emission
QDs and 5:1:6.0 in ultrapure water for green emission QDs. The Te* aqueous solution was prepared
by reducing metallic tellurium with NaBH, (Sigma Aldrich) in a 1:30 molar ratio of Te/NaBH,,
respectively, at a high pH using NaOH and under nitrogen-saturated atmosphere.

The growth of the QDs proceeded, in inert atmosphere, under stirring at 90 °C during 8 h or 2
h for orange or green emission QDs, respectively. After synthesized, absorption and emission spectra
were obtained, correspondingly, by UV-Vis absorption (Evolution 600 UV-Vis, Thermo Scientific) and
photoluminescence experiments (Spectrometer LS 55 - Perkin Elmer). The emission spectra were

obtained at 365 nm excitation.

Blood Samples

Red blood cells (RBCs) from A, B and O blood donors, as well as from A weak phenotypes
blood subgroups were obtained at the Hematology and Transfusion Center of UNICAMP, Campinas,
Séo Paulo, Brazil. RBCs pre-phenotyped samples (A; n = 13; Ay, n =6; Az n =1; A, n = 2; Ag n=1;
Bi, n =10; A;B;, n =1 and O, n = 6) were collected in a 4 mL EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid)
anticoagulant tube from healthy donors who had their blood, serologically and/or genotyped,
previously typed.

The phenotyping of RBCs was performed by using monoclonal anti-A antibody (Clone:
9113D10, Lot: 71EFO1EA - Fresenius Kabi), anti-B (Clone: 9621A8, Lot: 08D01A21 — Fresenius Kabi)
anti-A; or Dolichos biflorus lectin (Reference: 116005, Lot: 11691-B3 — Lorne Laboratories) and anti-H
or Ulex europaeus lectin (Reference 115002, Lot: 11568-Al — Lorne Laboratories).

Type A, weak phenotype blood subgroup was differentiated from A; group by using anti-A
antibody and anti-A, lectin, since the A, group presents agglutination with anti-A antibody, but not with

anti-A; lectin.?* The other subgroups were identified using molecular biology.

QDs Bioconjugation

Orange QDs were conjugated with anti-A or anti-B by using N-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC - Fluka) and N-hydroxysulfosuccinimide

sodium salt (Sulfo-NHS — Sigma Aldrich) as coupling reagents.


http://en.wikipedia.org/wiki/N-hydroxysuccinimide
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Firstly, we adjusted the pH of the amount of 2 mL of CdTe QDs (3 uM) to 5.5 by using MSA at
4.9 % (w/v). Then, we added 1 mL of EDC (at 0.4 mg/ml) and after 5 minutes 1 mL of Sulfo-NHS at

1.1 mg/ml to the QDs sample.”®

Then, 15 minutes later, we added 40 pL of anti-A antibody or anti-B
antibody to the system (the same antibodies described in section Blood Samples).

Green QDs were also covalently bonded to the anti-H lectin (Ulex europaeus agglutinin I) by
using EDC and Sulfo-NHS. For this, we used EDC (at 4.0 mg/mL) and Sulfo-NHS (at 10 mg/mL). At
the end of the process we inserted 200 pL of anti-H (at 0.5 mg/mL -Sigma Aldrich) to the system.

Before RBCs labeling, the systems were incubated with 50 ul of TRIS base (at 1 mM) for 2

hours under slow agitation. This procedure was used to quench the free carboxyl groups of non-

conjugated QDs to minimize unspecific targets.

QDs Bioconjugation Characterization

Fluorescence Correlation Spectroscopy Analysis

Fluorescence Correlation Spectroscopy analysis (FCS) was performed in a confocal
microscopy (Zeiss, LS 780 equipped with the software ZEN) by using 40X water immersion objective
(NA = 1.0, WD = 2.5 mm). In order to obtain the correlation curves, bare orange QDs and their
bioconjugated to anti-A (or anti-B,) as well as bare green QDs and their conjugated to anti-H were,
respectively, excited by a green and a blue laser operating at 514 nm and 488 nm, both with 1 pW.
The pinhole aperture, in both cases, was set as 35 pm. It was obtained 10 correlation curves for each
sample.

Then, from the correlation curves and by using the following equation (Eg. 1), we obtained the
hydrodynamic radius (R) for each system:

4-kBTTD

= 6 2 (Eq. 6)
Tnwy

where, kg is a Boltzman Constant, n is the medium viscosity and T is the temperature. The diffusion

time 7, is extracted from the correlation curves and the lateral radius @, of the focal volume was

obtained by calibrating the system with a solution of rhodamine 6G (at 10 nM).?°
As the conjugated QDs show diffusion times larger when compared to bare QDs, it was

possible to use the hydrodynamic radius measurements to confirm the bioconjugation.
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Electrophoresis

QDs conjugations to anti-A were also confirmed by polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) technique. For this, it was used a native and discontinuous PAGE with stacking gel of 6% and
main gel of 9%.

After polymerization, aliquots of the each sample of anti-A, QDs and QDs-(anti-A), were mixed
with glycerol in ratio 5:1 (v/v), respectively, and then, loaded into the wells of the gel. The systems
were immersed in electrophoresis running buffer and PAGE proceed at constant voltage (100 V) for
90 minutes. We evaluated the conjugation by comparing the running profiles of the samples by
observing fluorescence signals under a Trans-illuminator L-PIX EX (Loccus Biotecnologia), and after,
by using the Comassie blue dye (R 250, Sigma Aldrich) that binds to proteins. The same procedures

were performed to anti-B and their conjugates.

Fluorescent Microplate Assay

This method, developed by some of us, is based on the presence or absence of fluorescence
signals of samples placed in a Fluorescence Plate Reader.”’ For this, the QDs with coupling agents
(EDC and Sulfo-NHS), the proteins (anti-A and anti-B antibodies) and the bioconjugated QDs (QD-
(anti-A) and QD-(anti-B)) were placed in a polystyrene microplate (black 96-well Optiplate F HB
microplates — PerkinElmer). All the systems were added in triplicate and the plate was incubated for 2
hours in an incubator (water bath, humid chamber) at 37 °C. After incubation the plate was washed
three times by using PBS 0.01 M.

The fluorescence measurements were performed using a WALLAC 1420 Plate Reader with
the software Victor® (PerkinElmer). The excitation band pass filter was the F405 (405 nm/5 nm) and
the emission band pass filter was the F595 (595 nm/30 nm). The acquisition time was 1 s, the lamp
was set to 20,000 and normal slits were used for the excitation of the samples and for collecting the
emission.

In this method, as the non-conjugated QDs do not have affinity for polystyrene, they are
removed after the washes. On the other hand, the proteins are not removed, however they do not
present a significative fluorescence under the conditions used in the experiment. Thus, only

bioconjugated QDs can show a significative detected signal. Due to this reason, the QDs with coupling
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agents and the proteins were used as our controls and the QDs conjugated to the different proteins
were the system to be tested. The intensity of this signal is proportional to the bioconjugation
efficiency. As higher is the signal, more efficient was the bioconjugation.

The Relative Fluorescence Intensity (RF) of QDs bioconjugated was calculated by using the
following equation (Eq. 2):

Bioconjugated FL - Control FL
RF (%) = Control FL x 100% (Eq. 7)

where, Bioconjugated FL is the average fluorescence intensity of the QDs-biomolecules conjugates
and Control FL is the average controls detected signal. According to Carvalho et al.”’ the
bioconjugation was considered efficient if the systems showed a RF higher than 100% when

compared to their controls.

Inhibition of lectin assay

In order to prove that labeling results were due to the lectin carbohydrate specificity, lectin
binding inhibition assays were accomplished by incubating QDs-(anti-H) with 0.3 M L-fucose for 1 h at

25°C prior to their incubation with O RBCs.

Flow Cytometric Analysis of RBCs Samples

In order to obtain the RBCs, the blood collected in EDTA tubes was centrifuged at 17Xg for 5
minutes. After, the pellet was further washed three times in saline at 4Xg for 2 minutes. Then, it was
prepared a solution containing RBCs in saline at 1 % (v/v) for all samples analyzed.

Then, type A and O RBCs were incubated with QDs-(anti-A) for one hour at 37°C using a
proportion of 3:1 v/v (QDs conjugated: cells). Likewise, type B and O RBCs were incubated with QDs-
(anti-B) using the same procedure. Type O RBCs were used as the negative control, since they do not
present A or B antigens in their membranes.

In addition, type O, A and B RBCs were incubated with QDs-(anti-H) using a proportion of 1:1
v/v (conjugated QDs:cells). In this case, type A and B were used as controls, because these types
showed very low H antigen expression.

Then, A subgroups were incubated with QDs-(anti-A) and QDs-(anti-H) to analyses the N-

acetylgalactosamine and the L-fucose carbohydrates expression on RBCs membranes.
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The RBCs were analyzed by flow cytometry (FACSCalibur or Accuri - C6 Becton Dickinson).
The software used for data processing was Cell Pro or BD Accuri C6 Software (Becton Dickinson).
Around 20,000 events (gated) were acquired. The fluorescence was excited at 488 nm and measured

with FL1 filter (530 nm/15 nm) or FL2 filter (585 nm/21 nm) for green and orange QDs, respectively.

Results and Discussion

QDs optical characterization

All QDs employed in the experiments were characterized by absorption and emission spectra
which are shown in Figure 1. Green and orange QDs presented a maximum emission at 548 nm
(FWHM = 53 nm) and 610 nm (FWHM = 48 nm), respectively. By using the first maxima of the
absorption spectra, the average diameters were estimated as 2.6 nm and 3.1 nm for green and
orange QDs, respectively.®* By using the average sizes, the Beer-Lambert law, the first maxima of
absorption and extinction coefficient obtained by YU and co-authors, we also estimated the

concentration of the particles as 4.5 uM for green QDs and 3 uM for orange QDs.30
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Figure 1 - Emission and absorption (dashed line) spectra of green (left) and orange (right) QDs —

Excitation at 365 nm.

The Figure 2 shows that neither orange QDs-(anti A) nor QDs-(anti B) presented considerable
changes in the optical properties when compared to bare QDs. Green QDs-(anti H) presented a red
shift of around 20 nm and orange QDs with anti-A and anti-B showed a small blue shift of 5 nm

approximately. This is probably due to some modifications on the QDs’ surfaces caused by the binding
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of these biomolecules and EDC in excess more than 20x when compared those used with anti-A or

anti-B conjugation.
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Figure 2 - Optical characterization of QDs-bioconjugates (dashed lines) and QDs. Orange QDs, QDs-
(anti-A) and QDs-(anti-B) on the left. Bare green QDs and QDs-(anti-H) on right. The proteins show no

fluorescence in this range (400 — 700 nm). Excitation at 365 nm.

Bioconjugation Analysis

In previous cytometric analysis to study initial bioconjugation procedures, we observed that
the labeling of A RBCs presented more specificity when unblocked QDs-(anti-A) of 15 days were
used, indicating that with this time the bioconjugation was more efficient. Then, we decided to use all

conjugates with 15 days and also blocked by TRIS.

QDs bioconjugated to monoclonal antibodies

In the Fluorescent Microplate Assay the control 1 (anti-A/anti-B antibodies) and control 2 (QDs
with coupling agents) showed a signal of 296 arbitrary units, while the QDs-(anti-A) and QDs-(anti-B)
showed average signal of 9261 and 7836 arbitrary units. These results correspond to RF of 3023%
(QDs-(anti-A) and 2547% (QDs-(anti-B), indicating that the bioconjugation was efficient.

After bioconjugation analysis by Fluorescent Microplate Assay, we also confirmed it by
electrophoresis experiments. The proteins (Figure 3 A) exhibit differential migration from non-
conjugated QDs (Figure 3 B). Furthermore, QDs conjugated with anti-A antibody (Figure 3 C)

presented a slowly migration when compared with non-conjugated QDs. The electrophoresis gel also
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demonstrated that QDs were successfully conjugated to anti-A antibody. The same profile was

observed when orange QDs were conjugated with anti-B (data not shown).

A B C

Figure 3 - PAGE electrophoresis under UV Transiluminator. Samples: (A) anti-A; (B) QDs-with
coupling agents (negative control); (C) QDs-(anti-A).

Although, Fluorescent Microplate Assay and electrophoresis indicate a successful conjugation
to QDs-(anti-A) and QDs-(anti-B), the bioconjugations were also analyzed by FCS measurements.
From the correlation curves showed in Figure 4, the average diffusion time for bare orange QDs was
calculated as 152.30 ps, while for the QDs-(antiA) and QDs-(anti-B) were 824.64 us and 747.02 ps,
respectively. By using these diffusion times and Eq. 1 (see section Fluorescence Correlation
Spectroscopy.) we obtained the hydrodynamic radius. Bare orange QDs showed an average
hydrodynamic radius of D = 3.6 nm, QDs-(anti-A) of D = 20.0 nm and QDs-(anti-B) of D = 19.0 nm.
The bare QDs sizes obtained by FCS analysis were higher than the diameter obtained by absorption
spectra. This occurs because hydrodynamic radius gives information about the charges on the QDs
surfaces, while the absorption is an optical property related to the QDs core. All conjugated QDs
presented diameters higher than bare QDs, these results suggest that anti-A and anti-B antibodies

were binded to QDs, a further confirmation of the efficacy of the bioconjugation.

QDs bioconjugated to anti-H lectin

Bare green QDs showed the average diffusion time calculated as 70.8 ps and QDs-(anti-H)
was 688 us. Bare green QDs had average hydrodynamic radius D = 2.9 nm and QDs-(anti-H) of D =

28.9 nm, showing that anti-H was also well conjugated to QDs.
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Figure 4 — Normalized FCS correlation curves of bare and conjugated QDs. On the left, FCS curves of
bare Orange QDs, QDs-(anti-A) (dashed line) and QDs-(anti-B) (dot line), while on the right, FCS

curves of bare green QDs and QDs-(anti-H) (dashed line).

The inhibition carbohydrates assays showed that QDs-(anti-H) were not able to label O RBCs
confirming the bioconjugation. In fluorescent microplate assay with QDs-(anti-H) it was not possible to
observe difference between bare QDs and conjugated QDs, probably because this lectin has different
interactions with polystyrene. Furthermore, in the electrophoresis, with QDs-(anti-H), it was not
possible to visualize the bands of the QDs with coupling agents. Further studies are needed to
completely understand these results. However, both FCS analysis as well as the inhibition

carbohydrates assays demonstrated that QDs-(anti-H) were successfully conjugated to the QDs.

Flow Cytometric Analysis of RBCs Samples

ABO blood group incubated with QDs-(anti-A) and QDs-(anti-B)

Initially, we applied the bioconjugates (QD-(anti-A) or QD-(anti-B)) to label A;, B;, A;B;and O
RBCs. In Table 1 we can verify the percentage of RBCs labeled with their correspondent conjugated.
Our results demonstrated that O RBCs did not present considerable labeling with none of monoclonal
antibodies. In both cases, using QDs-(anti-A) or QDs-(anti-B), labeled O RBCs were smaller than 5%.
These results suggest that conjugated QDs were successfully blocked and the labeling was specific
and reproducible.

A;:B; RBCs presented in their membranes two types of carbohydrates, (N-acethylglucosamine
— B antigen) and (N-acethylgalactosamine — A antigen), so A;B; showed 95% of cells labeled with

QDs-(anti-A) and 80% with QDs-(anti-B). The cytometry showed that an average of 96.7% (varying at
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95 to 98.5%) of A; RBCs were labeled with QDs-(anti-A). For B; RBCs incubated with QDs-(anti-B),
the analysis showed an average of 94.6% (varying at 91 to 98.6 %) of cells labeled by these
bioconjugates.

Bare QDs did not label cells unspecifically. All results demonstrated that the conjugates were

specific and efficient to label ABO blood groups.

Table 1 — Average percentage of ABO blood groups RBCs labeled with conjugated QDs.

Bioconjugates QDs-(anti-A) QDs-(anti-B) QDs-(anti-H)
Blood Samples (%) (%) (%)
O type <5 <5 85 (80 —95)
A, type 96.7 (95 - 98.5) * 8 (4 - 10)
B; type * 94.6 (91 - 98.6) 7.93 (4-12)
A.B; type 95 80 <5

*We did not incubate A; type with QDs-(anti-B) and B, type with QDs-(anti-A).

In Figure 5 we showed typical flow cytometric profile of A;, B;, A;B; and O RBCs when
incubated with QDs-(anti-A) or QDs-(anti-B). Type O RBCs incubated with QDs-(anti-A) or QDs-(anti-
B) showed the same pattern presented by control RBCs (RBCs without QDs — data not shown). These
results agree with those presented by Aki, Izumi and Hosoi'® and by Hult and Olsson® about ABO
groups using a secondary antibody conjugated to organic dyes. With our methodology, by using
nanotechnology for direct immunofluorescence assay, it was possible to differentiate these ABO

groups.
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Figure 5 - Typical flow cytometric histogram profile of RBCs when incubated with QDs conjugated to
monoclonal antibodies. In A histogram, O RBCs incubated with QDs-(anti-A) or QDs-(anti-B), in B
histogram A; RBCs, C histogram B; RBCs (A; and B; RBCs were incubated with QDs-(anti-A) or QDs-
(anti-B), respectively). In D and E histograms A;B; RBCs incubated with QDs-(anti-A) and QDs-(anti-
B), respectively. M1 represents the positive populations (labeled cells) and M2 no labeled cells, x axis

represents FL2 filters of flow cytometer and y axis represents cell counts.

ABO blood group incubated with QDs-(anti-H)

We also investigated the presence or absence of H antigens (L-fucose) in ABO blood group.
The average percentage of cells labeling are represented by Table 1. O type RBCs had the highest
amount of L-fucose expressed on the membrane, about 85% (varying at 80 to 95%) of the cells
presented these antigens on cells surface. Another set of O RBCs 15% (5 — 20%) expressed a smaller
amount of this antigen. Then, O RBCs showed a heterogeneous distribution of L-fucose on cells
membrane. In A;, B; and A;B; groups all or the most portion of L-fucose is converted in A or B
antigens, in this way a small labeling < 10% [A; — 8% (varying at 4 to 10%), B; — 7.93% (4 to 12%) and
A;B; <5%] was observed. Typical histogram profiles are shown in Figure 6. As A;, B; and A;B;

showed similar cytometric results, we presented only the data for A; group.
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Figure 6 - Histogram profile of RBCs when incubated with QDs-(anti-H). A; and O RBCs are
represented in histograms. M1 represents the positive populations (labeled cells) and M2 no labeled

cells, x axis represents FL1 filters of flow cytometer and y axis represents counts of cells.

Type A subgroup incubated with QDs-(anti-A)

After, some A subgroups (A, As, Ax and A ) were incubated with QDs-(anti-A). Type A,
subgroups have an average percentage of cells labeled of 68% (varying at 66 to 70%), Az about 11%
cells labeled, Ay 5% and A, presented the similar quantities of Ay subgroups. These results are

presented in Table 2. In Figure 7 we can observe typical histograms of A subgroups.

Table 2 — Average percentage of A subgroups RBCs labeled with QDs-(anti-A).

Bioconjugates QDs-(anti-A)
Blood Samples (%)
Az 68 (66 — 70)
Az 12
Ax and Ag 5
; A, RBCs ; Ay RBCs ; Ay RBCs
28 28 28
33 33 &8s

10
FL2-H

Figure 7 - Histogram profile of A,, A; and A, subgroups when incubated with QDs-(anti-A). M1

represents the positive populations (labeled cells) and M2 no labeled cells, x axis represents FL2

10?

filters of flow cytometer and y axis represents counts of cells.

According to histogram profile of A, subgroups two populations were observed: (1) a set of no

labeled cells (about 35%), probably RBCs with very little or without A antigens on cell surface and (2)
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a set of cell population labeled (about 65%) that present A antigens on cell surface. When we
evaluated the subgroup Az with QDs-(anti-A), a most expressive no labeled cells population (about
88%) was found, while a smaller amount of cells showed a discrete labeling (12%, approximately).
The subgroup Ax and A, showed a similar profile of type O RBCs when incubated with QDs-(anti-A).
In this case we could not differentiate them by flow cytometer analysis. But, we could differentiate
them from the others subgroups.

These results for A;, A, and A agree with those presented by Hult and Olsson?® and with the
hemagglutination tests.”®* On the other hand, our results for A, and A; are different from those
presented by Hult and Olsson, however they agree with serological hemagglutination reactions.™® Hult
and Olsson showed that A; and A, have a similar labeling profile, while we could distingue them by
direct immunofluorescence. The same authors observed two populations labeled for Az while we
observed only one population weakly labeled. Our results are consistent with the mixed-field pattern

13,19

displayed after reaction of A; RBCs with anti-A monoclonal antibody. The differences found

between our and Hult and Olsson’s® study could be because they used cells fixed with glutaraldehyde

while we worked with living cells.

Type A subgroup incubated with QDs-(anti-H)

When we investigated the H antigen expression in A subgroups, we could observe different
average percentage of cell labeling. According to flow cytometry analysis, A, subgroups showed
around 70% of RBCs target by the conjugates (varying at 60 to 80%), while the Ax and A subgroups
presented only 30%, approximately. We did not show the results for A; subgroups incubated with
QDs-(anti-H), because the blood donors did not attend when we called.

The flow cytometric patterns of A subgroups are represented in Figure 8. Type A, subgroup
showed a similar profile of O RBCs, with heterogeneous distribution of H antigens on cells membrane.
On the other hand, Ax showed a similar profile of Ag, with a smaller amount of cells labeling with QDs-
(anti-H). These results agree with agglutination tube reactions.”®> However, with serological
hemagglutination reactions it is not possible to quantify the presence and absence of H or A antigens
in these cells. To our knowledge this is the first study that used anti-H to investigate antigens in A

subgroups by flow cytometry.
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Final considerations about RBCs labeling

We were able to differentiate the ABO groups with QDs-(anti-A), QDs-(anti-B) and QDs-(anti-
H). Likewise we were also able to differentiate some A subgroups. The QDs-(anti-H) were an
important tool to correlate the A and H antigens in A subgroups membranes.

Type A, subgroup was less labeled by QDs-(anti-A) when compared with type A; subgroup
and for QDs-(anti-H) the results showed the opposite. In other words, the A, RBCs did not have all H
antigens converted in A antigens, while in type A; subgroup all H antigens were converted in A
antigens. Furthermore, our results still suggest that RBCS from Ay and A have fewer amounts of both
H and A antigens. In A subgroups the amount of A antigens seem to decrease in this order
A1>A>Az>Ay = Ag. On the other hand, the H antigens seem to decrease in this order A,>Ay=Ael>A;.

The bioconjugates remained fluorescent and agglutinating RBCs after three months and in our
experimental procedures it was possible to differentiate A; and A, subgroups without use Dolichos

biflorus lectin, usually used in laboratorial routine tests of blood groups.13

CONCLUSION

The analysis of the conjugates showed that the conjugation process did not change the optical
properties of the QDs. The anti-A, anti-B and anti-H conjugated to QDs did not lose their ability to
recognize efficiently antigens on RBCs surface. In this work, we also used commercials and routinely
applied monoclonal antibodies to label living RBCs, without any fixation procedures, resulting in a less
expensive methodology. Moreover, conjugates of three months remained stable and labeling

specifically the cells. We also could differentiate and correlated A and H carbohydrates expression in
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A subgroups by using QDs-(anti-A) and QDs-(anti-H). Taking together, these results demonstrated a
simple methodology that can be used as complementary analysis in blood banks or any blood analysis
laboratory.

These conjugated QDs can still be applied to improve the comprehension about ABO antigens
distribution in cancer cells or tissues. These studies may indicate the correlation between the
presence of ABO antigens and the malignancy degree of the transformed cells and tissues. Moreover,
these conjugates can also be employed to understand the differentiation and ABO antigens formation

in stem cells, since they have great potential to engineering of tissues.

Acknowledgments

The authors are grateful to Coordenacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), Fundacédo de
Amparo a Ciéncia e Tecnologia do Estado de Pernambuco (FACEPE) for financial support and
student fellowships. We are also grateful to the National Institute of Science in Photonics (INFo) for
financial resources. Additionally, we would like to thank the Aggeu Magalhdes — FIOCRUZ and Dr2
Irene of Centro de Hemoterapia e Transfusdo da Universidade de Campinas for the flow cytometry

measurements and Fundacéo de Hematologia e Hemoterapia de Pernambuco (HEMOPE).

Disclosures

The authors report no conflicts of interest in this work.

References

1. Giepmans BNG, Adams SR, Ellisman ME, Tsien RY. The Fluorescent Toolbox for Assessing
Protein Location and Function. Science. 2006; 312:217-224.

2. Wang Y, Chen L. Quantum dots, lighting up the research and development of nanomedicine.
Nanomedicine : nanotechnology, biology, and medicine. 2011; 7(4):385—402.

3.  Sukhanova A, Nabiev I. Fluorescent nanocrystal quantum dots as medical diagnostic tools.

Expert Opinion Medical Diagnostic. 2008; 2(4):429-447.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

93

Medintz IL, Tetsuo Uyeda H, Goldman ER, Mattoussi H. Quantum dot bioconjugates for imaging,
labelling and sensing. Nature Materials. 2005; 4:435 — 446.

Michalet XF, Pinaud F, Bentolila LA, Tsay JM, Doose S, Li JJ, Sundaresan G, Wu AM, Gambhir
SS, Weiss S. Quantum dots for live cells, in vivo imaging, and diagnostics. Science. 2005;
307:538-544.

Alivisatos P. The use of nanocrystals in biological detection. Nature Biotechnology 2004; 22:47-
42.

Santos BS, Farias PMA, Fontes A. Semiconductor quantum dots for biological applications, in
Handbook of Self Assembled Semiconductor Nanostructures Novel Devices in Photonics and
Electronics, M. Henini, Ed. Elsevier, Amsterdam, 2008; 1:771-798.

Landsteiner, K. Zur Kenntnis der antifermenta- tiven lytischen und agglutinierenden Wirkun- gen
des Blutserums und der Lymphe. Zentralbl Bakteriol. 1900; 27:357-362.

Daniels GL, Castilho L, Flegel WA, Fletcher A, Garratty G, Levene C. International Society of
Blood Transfusion Committee on Terminology for Red Blood Cell Surface Antigens: Macao
report. Vox Sanguinis. 2009; 96:153-156.

Aki K, Izumi A, Hosoi E. The evaluation of histo-blood group ABO typing by flow cytometric and
PCR-amplification of specific alleles analyses and their application in clinical laboratories. The
Journal of medical investigation : JMI. 2012; 59(1-2):143-151.

Cooling LLW, Kelly K, Barton J, Hwang D, Koerner TAW, Olsson JD. Determinants of ABH
expression in Human platelets. Blood. 2005; 105:3356-3364.

Sant’‘Anna Gomes BM, Estalote AC, Palatnik M, Pimenta G, Pereira BDB, Do Nascimento EM.
Prevalence, serologic and genetic studies of high expressers of the blood group A antigen on
platelets. Transfusion medicine (Oxford, England). 2010; 20(5):303-314.

Thakral B, Saluja K, Bajpai M, Sharma RR., Marwaha N. Importance of weak ABO subgroups.
Labmedicine. 2005; 36:32-34.

Daniels, G. A century of human blood groups. Wiener Klinische Wochenschrift. 2001; 113:781-
786.

Ludwig L, Zilly A. Reacdes transfusionais ligadas ao sistema ABO. Newslab. 2007; 84:102 — 102.
Hosoi E. Genetic analysis of the ABO blood groups and application of the clinical labo- ratories.

Jpn J Clin Pathol. 1997; 45(2):148-156.



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

94

Hosoi E. Biological and clinical aspects of ABO blood group system. The Journal of Medical
Investigation. 2008; 55:174-182.

Ogasawara K, Yabe R, Uchikawa M, Saitou N, Bannai M, Nakata K, Takenaka M, Fujisawa K,
Ishikawa Y, Juji T, Tokunaga K. Molecular genetic analysis of variant phenotypes of the ABO
blood group system. Blood. 1996; 88(7):2732- 2737.

Svensson L, Bindila L, Angstrom J, Samuelsson BE, Breimer ME, Rydberg L, Henry SM. The
structural basis of blood group A-related glycolipids in an A3 red cell phenotype and a potential
explanation to a serological phenomenon. Glycobiology. 2011; 21(2):162-74.

Hult AK, Olsson ML. Many genetically defined ABO subgroups exhibit characteristic flow
cytometric patterns. Transfusion. 2010; 50(2):308-23.

Farias PMA, Santos BS, Menezes FD, Ferreira RC, Barjas-Castro ML, Castro V, Lima PRM,
Fontes A, Cesar CL. Core-shell CdS/Cd(OH)2 quantum dots: synthesis and bioconjugation to
target red cells antigens. Journal of microscopy. 2005; 209:103-108.

Santos BS, Farias PMA, Menezes FD, New highly fluorescent biolabels based on I1I-VI
semiconductor hybrid organic—inorganic nanostructures for bioimaging. Appl Surf Sci. 2008;
255:790-792.

Menezes FD, Brasil Jr AG, Moreira WL, Barbosa LC, Cesar CL, Ferreira RC, de Farias PMA,
Santos BS. CdTe core shell guantum dots for photonic applications. Microelectr J. 2005; 36:989—
991.

Batissoco AC, Novaretti MCZ. Aspectos moleculares do Sistema Sangliineo ABO. Revista
Brasileira de Hematoologia e Hemoterapia. [online]. 2003; 25(1):47-58.

Hermanson GT. Bioconjugate Techniques. Pierce Biotechnology. In Thermo Fisher Scientifi c,
Rockford, lllinois, USA, 2008, 1202p.

Shao, L., Dong, C., Sang, F., Qian, H., & Ren, J. Studies on interaction of CdTe quantum dots
with bovine serum albumin using fluorescence correlation spectroscopy. Journal of fluorescence.
2009; 19(1):151-157.

Carvalho KHG, Brasil Jr. AG, Cabral Filho PE, Tendrio DPLA, Siqueira ACA, Leite ES, Fontes A,
Santos BS. Fluorescence plate reader for quantum dot—protein bioconjugation analysis. accepted

to Journal Nanoscience and Nanothechnology in 07.12.2013.



95

28. Rogach AL, Franzi TA, Feldmann J, Gaponik KN, Lesnyak V, Shavel A, Eychmuller A, Rakovich
YP, Donegan JF. Aqueous synthesis of thiol-capped CdTe nanocrystals: State-of-the-art, Journal
of physics Chemistry. 2007; 111:14628 - 14637.

29. Dagtepe P, Chikan V, Jasinski J, Leppert VJ. Quantized Growth of CdTe Quantum Dots;
Observation of Magic-Sized CdTe Quantum Dots. Journal of Physical. Chemistry. 2007; 111:
14977-14983.

30. Yu WW, Qu L, Guo W, Peng X. Experimental determination of the extinction coefficient of the

CdTe, CdSe and CdS nanocrystals. Chemical materials. 2003; 15: 2854 — 2860.



CAPITULO V




97

5. CONCLUSOES

e 0Os QDs de CdTe funcionalizados com AMS foram sintetizados com boa estabilidade,
apresentando cores no verde e no laranja;

e Além disso, a caracterizacdo Optica indicou que os QDs possuiam tamanhos
nanométricos e boa intensidade de fluorescéncia. Portanto, os QDs foram compativeis
com 0s equipamentos de andlise de fluorescéncia, podendo ser aplicados nas
marcacgdes celulares de interesse. Além disso, mesmo apds a conjugacao, os QDs
continuaram com emissdo suficiente para marcacao celular e praticamente ndo houve
alteracdo nos espectros de emissdo e absorcao;

e Os testes de confirmacdo da conjugacao realizados por eletroforese, FCS e por ensaio
fluorescente em microplaca indicaram que os QDs com emissdo no laranja foram
conjugados eficientemente com os anticorpos monoclonais anti-A e anti-B.

e O estudo da conjugacdo feito por FCS e por ensaios de inibicdo de carboidratos
indicaram que QDs com emissdo no verde foram conjugados eficientemente a lectina
anti-H.

e Os conjugados QDs-(anti-A) e QDs-(anti-B) conseguiram marcar de forma eficiente e
diferenciar os grupos sanguineos ABO, através da marcacao especifica de hemacias
A1, B1, A1B;. Além disso, o conjugado QDs-(anti-H) pode ser utilizado para analisar a
distribuicéo de fucose nos grupos Az, B; A;B; e O.

e Os conjugados conseguiram também diferenciar subgrupos A (A,, Az, Ax e Ag) tanto
pelo perfil de expressdo como pela qauntidade de células marcadas. Além disso, esses
subgrupos apresentaram diferencas na distribuicdo de antigenos A e H na membrana;

e Mesmo apds o processo de conjugacdo as suspensdes permaneceram estaveis por pelo
menos trés meses com bom perfil de marcacéo celular;

e Os conjugados mostraram se uma ferramenta que pode ser aplicada em células vivas
de forma menos laboriosa, rapida, de baixo custo, quantitativa e complementar para a

analise da biologia eritrocitaria.
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6. PERSPECTIVAS

Esta metodologia podera ser usada, como analise complementar, em bancos de sangue
ou laboratorios de anélise para identificacdo e confirmacdo dos subgrupos de doadores e/ou
pacientes.

Esses conjugados podem ainda ser aplicados para uma melhor compreensdo da
distribuicéo de antigenos ABO em células ou tecidos cancerosos. Estes estudos podem indicar
a correlacdo entre a presenca desses antigenos, em células e tecidos neoplasicos, com o seu
grau de malignidade. Além disso, podem ajudar a elucidar os processos de metastases, através
dos niveis de expressao de antigenos ABO nos tumores solidos.

Os conjugados podem também ser empregados para um melhor entendimento da
diferenciacdo das células troncos e da formacdo dos antigenos ABO, ja que estas células
podem ser usadas na engenharia de tecidos e destinadas a pacientes com diferentes grupos e
subgrupos sanguineos. No mais, 0s QDs podem ainda ser conjugados a outros anticorpos para

investigagdo de antigenos de detec¢do mais laboriosa.
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ABSTRACT

We present here a new and alternative method that uses a Fluorescence Plate Reader in a different approach, not
to study protein-protein interactions, but to evaluate the efficiency of the protein bioconjugation to quantum dots
(QDs). The method is based on the QDs” native fluorescence and was successfully tested by employing two
different QDs—proteins conjugation methodologies, one by promoting covalent binding and other by inducing
adsorption processes (phenomena mainly mediated by electrostatic and hydrophobic/hydrophilic interactions).
We obtained bioconjugates between carboxyl coated CdTe QDs and bovine serum albumin, concanavalin A
lectin and anti-A antibody. Flow cytometry and fluorescence spectroscopy studies corroborated the results. This
kind of analysis is important because poor conjugation efficiency leads to unsuccessful applications of the

fluorescent bioconjugates. We believe that our method presents the possibility of performing semi-quantitative
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and simultaneous analysis of different samples with accuracy taking the advantage of the high sensitivity of
optical based measurements.
KEYWORDS: Quantum dots, CdTe, Bioconjugation, Fluorescence, Biomolecule.
1. INTRODUCTION

Quantum dots (QDs) are colloidal semiconductor nanocrystals which show unique physicochemical
properties due to their quantum confinement regime in three dimensions. Some of the main optical features
observed for these systems are: wide excitation bands, narrow emission spectra, size-controlled emission at
different regions of the visible-light spectra and great photostability. These properties offer significant
advantages for QDs when compared with conventional organic dyes, which are commonly used as fluorescent
probes [1-3]. Additionally, the fluorescence of organic dyes tends to quench rapidly, so they are not suitable for

long term analysis [4].

QDs are nanocrystals made up of elements from the 11-VI (e.g. CdSe, CdTe, CdS, and ZnSe), 111-V (e.g.
InP and InAs) or IV-VI (e.g. PbSe) group. As their surface atoms render a greater part of their structure,
compared to bulk crystals, they show intrinsic electronic defects that have to be overcome. This is usually
accomplished by chemically coating the nanocrystal core with monolayers of a semiconductor that usually has a
higher bandgap (a process called passivation). These core-shell nanostructured systems may be synthesized
using different chemical approaches. For biological applications they are prepared using colloidal chemistry
either in organic or in aqueous media. When compared to organometallic routes, water-based QDs’s preparation
method is less toxic, applies low-cost precursors and is intrinsically biocompatible to applications in biological

fields [1].

Due to the improvement of the colloidal synthesis methodologies (especially the aqueous based) in the
last 15 years, QDs have been successfully used as fluorescent probes in biological and medical field. In this time
lapse we observed an exponential growth of the use of this new class of fluorophores in bioimaging (fixed cell,
ex vivo live cell and in vivo animal targeting), bioanalytical assays, in immunofluorescence assays, as potential
photosynthesizers for photodynamic therapy and as probes to trace the pharmacological routes of some drugs [1-

3].

In almost all of these applications, the coating of QDs with proteins or antibodies plays an important
role, because they form inorganic-biological hybrid nanoparticles that combine characteristics of both materials,
which are the fluorescence properties of QDs with the biochemical functions of the proteins. This process called

bioconjugation is an important step for promising biological applications and needs to be characterized
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independently of the conjugation approaches employed (covalent binding or adsorption). The characterization
and evaluation of the QDs bioconjugation (after the reaction process) is still a current critical problem for

successfully using these new optical probes.

Many research groups have been reporting different methods to characterize QDs bioconjugates.
Sapsford et al. (2011) [13] in a recent review article compiled bioconjugation characterization approaches for
various nanomaterials and classified them as separation, scattering, microscopy and spectroscopy techniques.
Among the most cited methods are the gel and capillary electrophoresis [5], the dynamic light scattering (DLS)
[7] and fluorescence correlation spectroscopy (FCS) [12]. However, the methods currently used still present one
or other disadvantages: laborious methodologies, lack of standardization for interpreting the results or the use of
expensive equipments. Electrophoresis, for example, is a laborious technique, and despite to be able to analyze
and compare bioconjugation for various samples at same time, it can be applied only for qualitative analyses of
charged specimens, moreover if the conjugated molecule has low or medium weight, the electrophoresis is no
more appropriate [38, 39]. DLS can answer qualitatively if there was bioconjugation for one sample at a time
based on their average sizes, but has poor resolution and can only resolve particle populations (within the same
sample) if they differ in size by at least a factor of 3 [13]. FCS is similar to DLS, although it is more sensitive for
discriminating similar sizes, it needs a confocal microscopy, so it is an expensive technique. Moreover, the FCS
can answer if there was a bioconjugation, it cannot give much information about the efficiency. Therefore, new

and complementary methods are always welcome to evaluate bioconjugation process.

We present here an alternative optical method to confirm QDs bioconjugation by using a Fluorescence
Plate Reader. This analytical approach is based on the native QDs” fluorescence detection of samples containing
the bioconjugates and the absence of signal in all other samples hamed controls. The Fluorescence Plate Reader
is routinely applied in immunoassays to detect (with accuracy) antigen-antibody interactions as already described
in the literature [40]. This detection is possible because one of the proteins (antigen or antibody) was previously
conjugated to a fluorescent marker, which can also be a quantum dot [41]. However, in this work, we propose
the use of the Fluorescence Plate Reader not to study protein-protein interaction, but instead, for a different
approach: to evaluate the efficiency of the protein bioconjugation to QDs. This analysis of bioconjugation is

important because poor efficiency leads to unsuccessful applications of the fluorescent bioconjugates.

Among the methods used to evaluate bioconjugation, electrophoresis is, by far, the most used approach.
When compared to the most applied methods, especially with electrophoresis, our approach has the advantages

to be able to evaluate and discriminate semi-quantitatively a great number of different types of bioconjugates
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simultaneously (in each microplate there are 96 wells). Moreover, it is a simple, practical, fast and sensitive
method. Besides, it is not limited by size or charge of the bioconjugates. Therefore, why do not use this method
as a complementary approach to detect and evaluate the QDs-protein bioconjugation? In order to demonstrate
this alternative method, we tested CdTe QDs bioconjugated to different proteins: bovine serum albumin (BSA),
anti-A antibody and concanavalin A lectin (ConA). We employed two different conjugation methodologies, one
by using covalent binding [39] and other by adsorption (a phenomenon mainly mediated by electrostatic and

hydrophobic/hydrophilic interactions) [42].

2. EXPERIMENTAL PROCEDURES

2.1 General Experimental Details:

All reagents for the QDs synthesis were purchased from Sigma Aldrich and used as received.
Microplate-based fluorescence measurements were performed using a WALLAC 1420 microplate reader with
the software Victor? (PerkinElmer). Black 96-well Optiplate F HB microplates were purchased from
PerkinElmer. The biomolecules used were BSA (Sigma Aldrich), ConA (Sigma Aldrich) and anti-A antibody
(DiaMed - Minas Gerais - Brazil). Absorption spectra of isolated and conjugated QDs were collected on a DU
7500 UV/VIS spectrophotometer (Beckman) or in a HR 4000 spectrophotometer (Ocean Optics) in the range of
200 to 600 nm. Emission spectra of isolated and conjugated QDs (excited at 365 nm) were recorded using a PC1,
(a photon-counting fluorescence spectrometer from ISS with a xenon lamp of 300 W as excitation source),

employing excitation and emission slits of 1 mm and voltage = 15 V.

2.2. General Procedure for CdTe QDs Synthesis:

Aqueous colloidal dispersion of CdTe core/shell QDs were synthesized by adapting a previously
reported method [43]. Briefly, QDs were prepared by the addition of Te® in a Cd(CIO,), solution of pH>10 in
the presence of TGA (thioglycolic acid), MPA (3-mercaptopropionic acid) or MSA (mercaptosuccinic acid)
(Sigma Aldrich) as stabilizing agents in a 2:1:4.2/4.6/2.4 ratio of Cd:Te:TGA/MPA/MSA respectively. The Te*
aqueous solution was prepared using tellurium metallic (Sigma Aldrich) and NaBH, (Sigma Aldrich), at a high
pH and under argon or nitrogen saturated inert atmosphere. The reaction proceeded, in argon or nitrogen, under

constant stirring and heating at 80 °C during 1 hour for TGA and 7 and 15 hours at 100 °C for MPA and MSA.

2.3. Plate Reader Bioconjugation Detection Method:
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The method described here proposes to analyze and to verify the QDs-protein bioconjugation based on
the fluorescence intensities of samples placed in a Fluorescence Plate Reader. It is known that proteins have
affinity for polystyrene, which is one of the most used plastic in microplates employed for protein
immobilization in immunoassays [44-46]. Isolated QD samples do not efficiently link to the polymer because
they do not have enough specific groups required for a strong interaction. So, after washing the microplate with a
buffer solution such as PBS (phosphate buffered saline), the QDs are removed and no fluorescence signal is
detected. The biomolecules alone do not present fluorescence in the same wavelength region of the QDs
employed. So, in the case of a well succeeded QD-protein bioconjugation, the Fluorescence Plate Reader will
give a fluorescence signal indicating that QDs are bound to the proteins attached to the well. Based on these
features, the adsorptive or covalent conjugation between carboxylate QDs and amine groups of biomolecules
such as peptides, proteins and DNA [1] can be confirmed by the comparison of the fluorescence intensities

values of the conjugate in focus and some controls, according to Figure 1 and 2 respectively.
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Figure 1. Experimental procedure used in the Fluorescence Plate Reader method for QDs-protein interaction by
adsorption. The scheme shows the interaction process between the microplates with different samples: the
controls used in the experiment present no fluorescence and the QDs-protein bioconjugates present fluorescence
indicating conjugation. This scheme should be used to interpret Table 1.
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Figure 2. Experimental procedure used in the Fluorescence Plate Reader method for QDs-protein covalent
binding bioconjugates. The scheme shows the interaction process between the microplates with different
samples: the controls used in the experiment present no fluorescence and QDs-protein bioconjugates present
fluorescence indicating conjugation. This scheme should be used to interpret Table 2.

Each sample set consisted of three/four components: two/three negative controls and the QD-
biomolecule conjugates. The first control was called QDs control, which consisted of the isolated colloidal QDs.
The second control was called molecule control, consisting on the protein molecule alone and the third control

(used only for conjugation by covalent binding) consisted in all reagents used in the conjugation process, except

the QDs, submitted to the same process.

If the fluorescence intensity of the QDs-biomolecules sample was at least 50% higher than the average
values of the controls, this was considered a good indication of a successful conjugation. On the other hand, if
the fluorescence intensity was of the same order as the signal of the controls, the conjugation was considered
unsuccessful. These methodologies are summarized in Figure 1 (adsorption) and Figure 2 (covalent bond) and

the correspondent results are presented in Tables 1 and 2, respectively.

2.4. Conjugation by Covalent Binding:

TGA-coated CdTe QDs were conjugated with BSA protein using EDC and Sulfo-NHS as coupling
reagents [39, 38]. Firstly, 20 nmol of CdTe was added to the activation buffer at 0.1 M MES (2-[morpholino]
ethanesulfonic acid) at pH 6.0. After 15 minutes, 0.4 mg/ml EDC and 1.1 mg/ml Sulfo-NHS in ultrapure water

were added to the system. Then, 1.4 pl of 2-mercaptoethanol (20 mM) were used to quench the EDC. After that,
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we added 1 mg/mL of BSA in a hydroalcoholic solution (80:20). All this processes were performed in inert

atmosphere up to 4 hours at room temperature.

2.5. Conjugation by Adsorption:

The MPA-coated or MSA-coated CdTe conjugation by adsorption with anti-A, BSA and ConA was
performed by adjusting the QDs pH to 8.0 and placed the molecules in contact with QDs for 2 h at room
temperature without stirring. The proportion between QD:anti-A was 50:1 (v/v). For ConA (0.2 mg/mL) the
proportion of QD:ConA was 7:1 (v/v) and QD:BSA (0.01 g/mL) was 60:1 (v/v). Con A is a lectin that targets
sugars such as mannose and glucose. These systems and the negative controls (QDs alone in water and/or in PBS
(1X) and biomolecules in PBS (1X) in the same concentration used in the conjugation) were incubated in

microplates for 2 h at 37°C.

2.6. Procedure for Immobilized Bioconjugates and Analysis:

A solution of PBS at pH 7.4 was employed as the wash buffer. All samples were measured in triplicate.
The control samples (described as - QDs in water or in PBS and biomolecules in PBS, both in the same
concentration used in the conjugation) and conjugated samples were incubated in the microplate wells (200 pL
in each well) for 2 hours in an incubator (water bath, humid chamber) at 37 °C. After this time, the wells were
washed 3 times with PBS. Then, the microplate was immediately placed in the Plate Reader to measure the
fluorescence intensity in each well (with controls and QDs-biomolecules samples). The fluorescence signal of
conjugated and control samples were analyzed under F480 (480 nm/ 15.5 nm) or F485 (485 nm/7 nm) excitation
filters, F535 (535 nm/12.5 nm) or F595 (595 nm/30 nm) emission filters, the acquisition time was 1 s, the lamp
was set to 20,000 or 60,000 and normal slits were used for excitation and emission.
2.7. General Procedure for Alternative Confirmation of the Bioconjugation:

The covalent conjugation with BSA was alternatively confirmed by analysis of the emission spectra.
The adsorption conjugation of anti-A antibody was confirmed by the labeling of red blood cells (RBCs) with the
QDs-conjugates. RBCs were analyzed by flow cytometry (FACSCalibur - Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). The software used for data processing was Cell Pro (Cell QuestTM Software, Becton Dickinson
immunocytometry system, San Jose, CA, USA). Around 10,000 events per second were acquired. The
fluorescence in cells was excited at 488 nm and measured with FL1 filter (530 nm/15 nm) or FL2 filter (585
nm/21 nm). RBCs type A and type O collected in EDTA tubes were used to prepare a 5% diluted suspension of

cells using saline solution. After that, RBCs were incubated with QD-(anti-A) conjugates for one hour at 37°C
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using a proportion of 3:1 v/v (QDs conjugate:cells). RBCs type O were the negative control, since they do not

present A antigens in their membranes.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Initially, all QDs employed in the experiments were characterized by absorption and emission spectra
which are showed in Figure 3 and 4. According to optical and structural characterizations (data no shown),
CdTe-TGA, CdTe-MPA and CdTe-MSA nanoparticles emission was 540 nm (FWHM = 35 nm), 550 nm
(FWHM = 53 nm), 604 nm (FWHM = 50 nm) and the average diameter were 2.7 nm, 2.6 nm and 3.3 nm
respectively [47, 48]. The QDs concentration used was 1 uM for CdTe-TGA, 13 uM for CdTe-MPA and 6 uM

for CdTe-MSA [49].
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Figure 3. Comparative emission spectra of isolated CdTe-TGA (dashed line) QDs and CdTe-TGA-BSA. The
protein BSA shows no fluorescence in the wavelength range of the QD employed. Excitation at A = 365 nm.
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Figure 4. Emission and absorption (dashed line) spectra of CdTe-MPA (left) and CdTe-MSA (rigth) QDs.

The measurements of the intensity for QDs conjugated to proteins obtained by adsorption and covalent
binding, together with the control 1 (QDs alone), control 2 (proteins alone) and control 3 (see Experimental
Procedure Section) for each experiment obtained on the Fluorescence Microplate Reader are shown in Tables 1
and 2. The appropriate interpretation of this table can be performed by understanding the experimental procedure
in detail (Figure 1 and 2).

The relative fluorescence intensity of the bioconjugates was obtained by applying Equation 1.
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BioconjugateFL - ControlFL)
ControlFL

RelativeFL(%):( %100% (Eq. 1)

where BioconjugatedFL is the fluorescence intensity of the QDs-biomolecules and ControlFL is the average

control detected signal.

Tables 1 and 2 show that the relative intensity detected for all the bioconjugated samples was higher
than for the controls (higher than 50% in all cases). If there were no difference in the relative intensity
(corresponding to low signal measurements in bioconjugated wells), the conjugation was not successful and only
the proteins would be in the wells. The low signals for the controls are due to stray light coming from the
excitation source and being scattered by the wells. The standard errors in the tables represent the contributions of
the errors associated with the adsorption process of protein-microplate interactions plus the errors related to the
fluorescence signal detection by the photomultiplier of the equipment. The wells can present some differences in
the absolute signal depending on the conditions of the experiment (filters and QDs used, for example).
Microplate assays are considered reliable methods and are usually applied for diagnosis purposes. Values for the
relative fluorescence intensity show quantitative reproducibility (with standard errors smaller than 10%) when

the same samples of bioconjugates where used, evidencing the effectiveness of this detection method.

Table 1 — Fluorescence intensity measurements obtained (in triplicate) in the Fluorescence Microplate Reader
for the detection of free and bioconjugated QDs systems by adsorption interaction.

System Fluorescence Intensity (a. u.)? Relative Fluorescence Intensity (%)
Control 1 (QDs-MPA) 705 + 3%
Control 2 (anti-A) 837 + 6%
Average Control 771 +3.5%
QDs-MPA-(anti-A) 2037 + 6% 164% = 7.7%
Control 1 (QDs-MSA) 200 + 2.4%
Control 2 (anti-A) 218 + 6%
Average Control 209 £ 3.2%
QDs-MSA-(anti-A) 886 + 9% 325% + 10%
Control 1 (QDs-MSA) 312 + 5%
Control 2 (ConA) 435+ 3%
Average Control 374+ 2.7%
QDs-MSA-ConA 1078 + 7% 188% + 7.4%
Control 1 (QDs-MSA) 429 +6.2%
Control 2 (BSA) 383 +10%
Average Control 406 £ 6%

QDs-MSA-BSA 884 + 6% 117% + 7.4%
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# Measurements performed with F480 excitation filter and F535 or F595 emission filters, acquisition time of 1 s,
20,000 and normal slits for excitation and emission. QDs employed were CdTe-MPA and CdTe-MSA.

Table 2 — Fluorescence Microplate Reader results of fluorescence intensity from triplicate detection of free and
bioconjugated QDs systems by covalent binding.

Systems Fluorescence Intensity (a. u.)? Relative Fluorescence Intensity (%6)
Control 1 (QDs) 260 + 2% -
Control 2 (BSA) 299 + 2% -
Control 3 320+ 6% -
Average Control 293+ 2.2% -
QDs-BSA 2h 560 + 5% 91% + 6%
QDs-BSA 4h 1,483 +£2% 406% = 3.7%

& Acquisition with the F485 nm excitation filter and F535 emission filter, acquisition time of 1 s, 60,000 and
normal slits for excitation and emission. QDs employed were TGA capped CdTe.

By comparing the analysis for QDs-BSA obtained by different time periods (2 and 4 h) of covalent
binding reaction, the results show relative fluorescence intensities of 91% and 406% respectively. Therefore, an
increase in the conjugation reaction time is clearly followed by an increase in the relative intensity value,
indicating that this method is semi-quantitative and can help to monitor and to improve the bioconjugation
process. However, considering that the fluorescence intensity is given in arbitrary units only relative
comparisons can be made. In our experiments, the highest intensity values were obtained after 4 h of
bioconjugation reaction time, indicating that the bioconjugation was more effective after 4 h of reaction, but after
this period of time it is important to test the functionality of the biomolecule. A good reaction time has to
promote an efficient conjugation between QDs and proteins and also preserve the biomolecule activity.
Moreover, it is important to highlight that QDs can be efficiently bioconjugated to proteins, however this process
can causes changes in the biomolecule properties. In this way a good result obtained in a bioconjugation analysis

is a good indicative but is not a complete guaranty of a successfully biological application.

In Figure 3, we present emission spectra for CdTe-TGA alone and CdTe-TGA-BSA bioconjugate. The
blue shift of the maximum emission peak from 560 to 540 nm (excitation at A = 365 nm) confirms the
bioconjugation. Both CdTe-TGA isolated QDs and CdTe-TGA-BSA QDs presented symmetric and narrow
emission spectra. BSA shows no fluorescence in the wavelength range employed. The BSA fluorescence is
related to tryptophan residues which provide major contribution to the intrinsic fluorescence of this protein near
340 nm [37, 50]. Also, it was observed a small decay in the fluorescence emission spectra intensity for
bioconjugated QDs which may be explained by the effect of the surrounding environment pH. Previous study

[51] reported the effect of various factors, including pH, in the conjugation of QDs-BSA. Their results showed



111

that the maximum relative fluorescence intensity (RFI) occurred at pH 6.83 and that for lower pH values the RFI
decreases. The authors described that this decay is also probably caused by depassivation, where the protonation
of the surface-binding thiolates results in the deconstruction of the Cd**-TGA complexes. This prior study
corroborates with our results because we employed pH 6.0 in the covalent bioconjugation process (with EDC
plus Sulfo-NHS) and obtained a small decrease in the intensity of the emission spectra when compared to the

isolated QDs.

As it may be observed in Table 1, an increase of 332% for the relative intensity demonstrated a more
effective conjugation for QDs-MSA-(anti-A), while for QDs-MPA-(anti-A) it was observed a value of 164%.
The flow cytometry analysis corroborated the results obtained using the Plate Reader. Figure 5 shows the
labeling of approximately 60% of A erythrocytes by QDs-MSA-(anti-A), in contrast to around 30% for QDs-
MPA-(anti-A). Erythrocytes type O did not present fluorescence, confirming the specific labeling (Figure 5.2).
These results indicate that, when the properties of proteins are preserved, a greater signal obtained by our method
can be related to a more efficient bioconjugation process. In fact, we believe that the flow cytometry and the
Fluorescence Plate Reader approach are complementary. The analysis with the Plate Reader indicates if the
bioconjugation of proteins to QDs was efficient or not and, on the other hand, flow cytometry results can be used
as a contra proof to validate the methodology based on the Plate Reader to evaluate the bioconjugation. When a
high signal is observed in the Plate Reader, it indicates an efficient conjugation of QDs and, then, one can expect

a good labeling detection for these samples.
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Figure 5. Dot plots of A and O erythrocytes: (1) “A” cells labeled with MPA-(anti-A) QDs, (2) O erythrocytes
presented quite no labeling after incubation with MPA-anti-A QDs, (3) “A” cells labeled with MSA-(anti-A)
QDs and (4) The same as (2) for O erythrocytes and MSA-(anti-A) QDs.
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The flow cytometry results were performed more than five times and were all reproducible. The
analysis showed that we could label specifically only A erythrocytes. Although this results were reproductive,
100% of the cells were not labeled probably due to the conjugation process used. The adsorption is driven by
electrostatic forces and may be not totally effective because it does not promote a connection among all
antibodies to all QDs of the sample, so some QDs are not covered by antibodies and QDs alone do not label
RBCs. The labeling of cells incubated with MSA-QDs was more efficient than the labeling of cells incubated
with MPA-QDs, probably because the MSA agent presents two free carboxyl groups promoting a better

interaction with biomolecules, while MPA has only one carboxyl group.

4. CONCLUSION

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

pegylated QDs, which are hard to detect by standard non optical methods.
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