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RESUMO
Avaliar o padrdo de glicosilagdo do cancer pode fornecer informagdes valiosas relacionadas a
iniciacdo, desenvolvimento e progressdo tumoral, pois durante a carcinogénese ocorrem
alteracdes no perfil glicidico acarretando mudancas nos processos biolégicos como: adeséo,
reconhecimento imunolégico e diferenciacdo celular. Devido a isso, existe uma demanda por
metodologias de alta sensibilidade capazes de detectar e avaliar essas modifica¢cbes com alta
especificidade. Nesse contexto, lectinas conjugadas a pontos quanticos (PQs) tém se destacando
como interessantes ferramentas para estudo da glicobiologia associada a processos biologicos,
assim como 0s neoplasicos. Isso se deve as singulares propriedades dos PQs, como sua alta
fotoestabilidade e sua superficie ativa para conjugacdo a biomoléculas e a capacidade das
lectinas de interagir com os glicidios de maneira especifica. Desta forma, o objetivo deste
trabalho foi investigar o glicocodigo de tecidos de mama humano: normal, diagnosticado com
fibroadenoma (FB) e carcinoma ductal invasivo (CDI) utilizando a lectina Cramoll conjugada
aos PQs. Para isso, purificamos a lectina Cramoll 1,4, que reconhece residuos de glicose e
manose e a conjugamos por adsor¢do a PQs de Telureto de Cadmio (CdTe). O conjugado foi
analisado através da espectroscopia de absorcdo e emissdo, determinacdo da atividade
hemaglutinante, dicroismo circular e pela marcacdo em células de Candida albicans e os
resultados indicaram que um conjugado com intensa fluorescéncia, especificidade e
funcionalmente ativo foi obtido. As imagens de fluorescéncia mostraram que as células ductais
foram preferencialmente marcadas no tecido mamario normal e no FB, enquanto no CDI tanto
as células quanto o estroma foram intensamente marcados pelo conjugado. Além disso, foi
proposto um método para avaliar quantitativamente a intensidade da marcacgdo tecidual por
meio de um ensaio fluorescente de microplaca (EFM), o qual demostrou de maneira préatica e
sensivel ser capaz de mensurar a quantidade de biomarcadores, como a glicose e manose,
expostos nos tecidos. O EFM também indicou que a quantidade desses carboidratos aumentou
de acordo com o grau de malignidade da amostra, corroborando com a analise microscopica.
Portanto, o conjugado PQ-Cramoll mostrou-se ser uma ferramenta promissora para estudar e
avaliar os perfis de glicidios em tecidos normais e transformados, sendo possivel estabelecer
comparac0es entre eles, através de localizagdo morfologica por microscopia de fluorescéncia e

quantificacdo por meio do EFM.

Palavras-chave: Nanocristais de semicondutores. Cancer de mama. Carboidratos.



ABSTRACT

The evaluation of the glycosylation pattern in cancer can provide valuable information related
to initiation, development, and tumor progression because during the carcinogenesis changes
occur in the glycocode causing modifications in biological processes such as adhesion,
immunological recognition, and cell differentiation. Therefore, there is a demand for high
sensitivity methodologies capable of detecting and evaluating these modifications with high
specificity. In this context, lectins conjugated to quantum dots (QDs) have been highlighted as
interesting tools to study the glycobiology associated with biological processes, such as the
neoplastic ones. The reasons for that are not only the unique properties of QDs, such as the high
photostability and the active surface for conjugation to biomolecules, but also the capacity of
lectins to interact with the glycides in a specific and reversible way. Then, the objective of this
study was to investigate the glycocode of human breast tissues: normal, diagnosed with
fibroadenoma (FB) and invasive ductal carcinoma (IDC) using the Cramoll lectin conjugated
to QDs. For this, we purified the lectin Cramoll 1,4, which recognizes residues of glucose and
mannose, and we conjugated these proteins with QDs of Cadmium Telluride (CdTe) by
adsorption. The conjugate was analyzed by absorption and emission spectroscopy,
determination of hemagglutinating activity, circular dichroism, and by labeling Candida
albicans cells and the results indicated that a conjugate with intense fluorescence, specificity,
and functional activity was obtained. Fluorescence images showed that ductal cells were
preferentially labeled in normal and FB mammary tissue, whereas, in IDC, both cells and
stroma were strongly labeled by the conjugate. Additionally, a method based on a fluorescent
microplate assay (FMA) was proposed to quantitatively assess the intensity of the tissue
labeling. The FMA demonstrated, in a practical and sensitive way, to be able to measure the
level of biomarkers, such as exposed glucose and mannose, in tissues. The FMA also indicated
that the amount of these carbohydrates increased according to the degree of malignancy of the
sample, corroborating with the microscopy analysis. Therefore, the QDs-Cramoll conjugate
showed to be a promising tool to study and evaluate the glycocode of normal and transformed
tissues, being possible to establish comparisons between them, through morphological

localization by fluorescence microscopy and quantification through EFM.

Keywords: Semiconductor nanocrystals. Breast cancer. Carbohydrates.
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1 INTRODUCAO

O céancer de mama é o cancer mais comum em mulheres e ocupa a terceira posi¢cao
entre as neoplasias malignas mais incidentes no mundo (INCA, 2018). A elevada taxa de
mortalidade decorrente dessa doenca é também consequéncia de um diagndstico tardio,
o0 qual pode ser justificado pela necessidade de se ter uma compreensdo mais aprofundada
da sua biologia (INCA, 2018; BUDZIK et al., 2019). A busca por novos biomarcadores
¢ fundamental para a detec¢do precoce e para predizer com maior precisdo seu
prognostico. Na era pds-genbmica, os glicanos comecam a se destacar como
biomarcadores com valor diagndstico e prognoéstico, visto que a iniciacdo e o0
desenvolvimento tumoral, processo conhecido por carcinogénese, promove mudancgas na
expressao de proteinas e glicoconjugados celulares (glicoproteinas e glicolipidios). Essas
alteracdes incluem a perda, a superexpressdo ou 0 aparecimento de novas estruturas
(STOWELL et al., 2015) acarretando em modificacbes nas vias de sinalizagcdo, no
microambiente tumoral e no reconhecimento imunoldgico, os tornando indispensaveis na
compreensdo dos processos bioldgicos envolvidos na carcinogénese (VARKI et al.,
2017).

Uma ferramenta versatil e bastante utilizada para auxiliar na anlise do
glicocddigo bioldgico sdo as lectinas, devido ao seu reconhecimento especifico e
reversivel de carboidratos, fazendo dessas proteinas, de origem ndo imune, parte
integrante e essencial nos estudos da Glicobiologia (COELHO et al., 2017). Cramoll 1,4
(Cramoll) é uma lectina extraida das sementes de Cratylia mollis Mart. ex. Benth que
apresenta afinidade por glicose e manose, de forma similar a Concanavalina A (Con A),
uma conhecida lectina de sementes de Canavalia ensiformis (OLIVEIRA, et al., 2017).
Cramoll tem sido amplamente investigada quanto as suas diversas atividades bioldgicas,
entre elas a atividade antitumoral (ANDRADE et al., 2004), a geracdo de memdria
imunologica (OLIVEIRA et al., 2013) e como sondas para estudos de cancer de mama e
prostata (LIMA et al., 2010; ANDRADE et al., 2013).

Em muitos estudos, as lectinas vém sendo conjugadas a sondas fluorescentes para
aumentar a sensibilidade e propiciar especificidade bioquimica aos ensaios bioldgicos
(ANDRADE et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2018; CUNHA et al., 2018), acarretando no
desenvolvimento de ferramentas que ultrapassam a barreira gendmica para um maior
entendimento dos mecanismos envolvidos no céncer. Dentre essas sondas, vém se

destacando os pontos quanticos (PQs) ou quantum dots (QDs), nanocristais fluorescentes



15

de semicondutores que possuem singulares vantagens, tais como: excepcional
fotoestabilidade e superficie ativa para conjugacdo com biomoléculas e até mesmo outras
nanoparticulas (CABRAL FILHO et al, 2016). Os conjugados PQs-lectinas ja foram
utilizados em muitos estudos, como para identificar e analisar o perfil de carboidratos em
tecidos de cancer, bem como a fim de investigar infec¢cbes microbianas (ANDRADE et
al., 2013; TENORIO et al., 2015). Em 2018, o estabelecimento eficiente da conjugacgéo
dos PQs de CdTe com a lectina Cramoll, realizado por Cunha e colaboradores, motivou
a realizacdo desse atual estudo, pois o bioconjugado mostrou ser uma ferramenta
promissora na investigacdo do perfil glicidico presente na superficie de sistemas
biologicos (CUNHA et al., 2018). possibilitando assim avaliar nesta dissertagdo o
glicofenotipo de tecidos de cancer de mama.

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi aplicar conjugados de PQs-Cramoll
para avaliar os residuos de glicose e manose em tecidos normais, fibroadenoma (FB) e
carcinoma ductal invasivo (CDI). Para isso, a microscopia de fluorescéncia foi utilizada
para avaliar a localizagdo desses carboidratos. Também foi proposto um método baseado
em ensaio fluorescente em microplaca ndo s6 para mensurar biomarcadores teciduais,
como a glicose e a manose nos tecidos mamarios analisados nesta dissertacdo, bem como

correlacionar a localizacdo morfolégica com dados quantitativos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de manose e glicose utilizando a lectina Cramoll conjugada a PQs

em tecidos mamarios humanos normais e transformados benigna e malignamente.

1.1.2 Objetivos especificos

» Sintetizar e caracterizar opticamente PQs de CdTe estabilizados com o acido
mercaptosuccinico (AMS);

 Purificar a lectina Cramoll,

« Bioconjugar os PQs a lectina Cramoll;

» Caracterizar os conjugados quanto a parametros fisico-quimicos e bioldgicos;

» Analisar, através da microscopia de fluorescéncia o perfil de glicose e manose em
tecidos mamarios humanos normais e diagnosticados com fibroadenoma (FB) e
carcinoma ductal invasivo (CDI), empregando histoquimica com lectinas;

» Propor um método quantitativo baseado em ensaio fluorescente em microplacas
(EFM) para analisar o perfil glicidico de tecidos, através de bioconjugados de
PQs.

» Determinar o padrdo de marcacdo e correlacionar com o nivel de transformacéo

celular e tecidual por microscopia e EFM;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CANCER DE MAMA

Atualmente o cancer é definido como um conjunto de doencas em que as células
possuem um crescimento desordenado e excessivo determinado pela perda do controle
do ciclo celular. O seu inicio e progressdo esta relacionado a fatores genéticos e
ambientais (ABBAS, 2012). O cancer se desenvolve através de um processo denominado
carcinogénese. Esse processo se inicia a nivel molecular com mutagdes ndo letais. O
acumulo dessas mutacdes pode levar a atributos genotipicos e fenotipicos relacionados
ao aumento da malignidade e do desenvolvimento tumoral (LUTGENDORF; SOOD,
2011).

Os tumores podem ser classificados em: (i) benigno, no qual as caracteristicas
macro e microscopicas sdo semelhantes ao tecido normal, com baixo risco de metastase
e bom progndstico e, (ii) maligno, com aspecto macro e microscopico diferente do tecido
normal, com invasdo tecidual, angiogénese autossustentada e mau progndstico. Os
tumores possuem dois componentes basicos: 0 estroma e o parénguima. O estroma é
constituido por tecido conjuntivo e vasos sanguineos que dao sustentacdo ao tumor e
suporte nutritivo, respectivamente; ja o parénquima é formado por células transformadas
(HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Existem varios tipos de alteracdes neoplasicas, dentre elas, o cancer de mama € o
mais comum entre os individuos do sexo feminino no mundo, e no Brasil é a segunda
principal causa de 6bitos, atras apenas do cancer de pele ndo melanoma, sendo estimados
59.700 novos casos para 0 ano de 2018 (INCA, 2018).

O fibroadenoma mamario é o tipo mais comum de tumor benigno de mama, sendo
uma alteracdo proliferativa que acomete o estroma e as células ductais e é geralmente
mais incidente em mulheres com idade entre 25 e 30 anos (HUBBARD et al., 2015). Os
fibroadenomas sdo tumores de origem lobular, delimitados, mdveis e com diametro em
torno 1 a 10 cm. Macroscopicamente sdo lesdes com textura rigida, esbranquicadas com
areas rosadas, que sdo correspondentes as areas glandulares. Microscopicamente €
constituido pelo: componente epitelial, com epitélio do tipo ductal e o componente
estromal, que é um tecido fibroelastico frouxo ao redor das estruturas epiteliais
(JESINGER; MSE 2014), como pode ser visualizado nas Figuras 1A e 1B

respectivamente. O diagndstico do fibroadenoma é realizado através da mamografia,
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porém como é um exame com baixa especificidade, é necessario a realizacdo da
anamnese, ultrassom e em alguns casos, a puncéo aspirativa com agulha fina (PAAF)
para ter um diagnostico definitivo (HUBBARD et al., 2015).

Figura 1. Aspectos macroscopicos (A) e microscopicos (B) do fibroadenoma. A seta amarela indica uma

célula ductal, enquanto os asteriscos mostram areas estromais (barra de escalaem A=1cmeem B =10

pm).

Fonte: RUBIN; STRAYER, 2012; ANDRADE, 2013.

O carcinoma é uma das principais doengas da mama, sendo o carcinoma ductal
invasivo (CDI) o tipo mais frequente do cancer. O CDI é desenvolvido por um grupo
heterogéneo de lesbes nas células epiteliais, e em contraste com o fibroadenoma, possui
um comportamento agressivo, invasdo tecidual e a possibilidade de metastase (ABBAS,
2012).

Macroscopicamente, como pode ser observado na Figura 2A, o tumor apresenta-
se como uma massa palpavel com 1 a 3 cm de didmetro, de consisténcia firme, coloracéo
acinzentada, com a formacao de trabéculas irradiando-se a partir do centro da leséo.
Microscopicamente, o tumor é formado pela proliferacdo de estruturas epiteliais com
atipias citolégicas acentuadas e com uma tendéncia a formar estruturas pseudo-
glandulares ou semelhantes a ductos (Figura 2B). Para o diagnostico, é necessaria a
realizacdo da biopsia com posterior andlise e classificacdo dos tecidos seguindo
caracteristicas histolégicas como: formacdo de tdbulos, atipias nucleares e indice
mitético. O diagnostico é feito por exclusdo, quando o tumor ndo atende as caracteristicas
classificatérias de outros tipos de carcinoma, como carcinoma medular e tubular
(BOGLIOLO, 2017).
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Figura 2. Aspectos macroscopicos (A) e microscopicos (B) de carcinoma ductal invasivo. A seta amarela
indica uma célula ductal, enquanto os asteriscos mostram areas estromais (barra de escalaem A=1 cme

em B =10 um).

.

%
Fonte: RUBIN; STRAYER, 2012; ANDRADE, 2013.

2.2 GLICOSILACAO NO CANCER

Os carboidratos ou glicidios sdo as moléculas organicas mais abundantes
encontradas nos seres vivos. A maioria dos animais e plantas sintetizam e utilizam os
carboidratos para armazenar energia em forma de glicogénio e amido, respectivamente.
Quando esses polissacarideos sofrem hidrolise resultam em monossacarideos que
servirdo de combustivel na respiracdo celular, tendo como produto mais importante a
adenosina trifosfato (ATP), ou seja, energia para as células sintetizar proteinas, realizar
movimentos e o transporte celular (WADE, 2013). Os carboidratos sdo também
abundantes na superficie das células tendo fun¢des no reconhecimento de moléculas,
sinalizacdo e adesdo celular (VARKI, 2017). Além de muitas fun¢des fisiologicas
importantes, como desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, crescimento, inibicdo
por contato, reconhecimento célula-célula, sinalizacao celular, interagdo com patégenos,
resposta imune, desenvolvimento de doengas, metastase, trafego e localizagdo intracelular
e provem rigidez a membrana celular (SHARON, 2008; SHARON; LIS, 2004;
NIMRICHTER et al., 2004; ZACHARA et al., 2006).

Devido aos glicidios serem fundamentais para diversos processos fisioldgicos é
visto que a mudanca no comportamento metabdlico das células estd diretamente
relacionada com o padrdo de glicosilacdo dessas biomoléculas. A glicosilacdo é a
modificacdo pds-traducional mais abundante nos seres vivos e ocorre através de ligagdo
covalente de um carboidrato a outros carboidratos, proteinas ou lipideos, usando
substratos doadores de acucar especificos; possui a funcdo de os proteger da degradacéao
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e de melhorar a sua estabilidade (PINHO; REIS 2015). Os glicanos podem ser
classificados em diferentes familias de glicoconjugados, definidas principalmente de
acordo com a ligacdo a sua parte ndo glicosilada, como por exemplo: glicoproteinas,
glicolipidios e proteoglicanos. In vivo, 250 a 500 genes sdo responsaveis por produzir
enzimas, dentre elas glicosiltransferases e glicosidases, com as fungdes de modificar as
cadeias de carboidratos de acordo com suas funcBes bioldgicas e sintetizar varios
glicoconjugados que determinam o padrdo glicidico nas células (GABIUS et al, 2011).
Essas enzimas sdo encontradas na membrana do reticulo endoplasmatico (RE), complexo
de Golgi ou no citoplasma (GHAZARIAN et al, 2011; PINHO; REIS 2015).

A glicosilacéo de proteinas pode ser classificada em dois tipos: O-glicosilacdo e N-
glicosilagdo, ambas coexistem na mesma proteina e na mesma célula. O primeiro tipo,
envolve a ligacdo de um carboidrato a hidroxila de uma serina e/ou treonina, e ocorre no
complexo de Golgi. As mucinas sao as principais glicoproteinas que apresentam glicanos
O-ligados, pois apresentam regides ricas em residuos de serina e treonina (VARKI et al.,
2017). Em suma, a primeira etapa desse processo é a transferéncia de uridina difosfato N-
acetilgalactosamina para os residuos de serina ou treonina das proteinas e é catalisado
pelas enzimas pertencentes a familia das UDP-N-acetilgalactosaminil transferases; a
préxima etapa é o alongamento das cadeias de carboidratos, através da adi¢do de uma
galactose a N-acetilgalactosamina. (REIS et al, 2010; PINHO; REIS 2015). O segundo
tipo, N-glicosilacdo, acontece tanto no reticulo endoplasmatico quanto no complexo de
Golgi e envolve a ligacdo de um nucleo de oligossacarideos (trés moléculas de glicose,
nove manoses e duas N-acetilglicosaminas) a cadeia lateral de amida da asparagina
geralmente na sequéncia Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido exceto
prolina. Uma segunda fase envolve uma reorganizacao dos glicidios ligados a proteina,
onde h& remocdo de residuos de glicose e manose e, adicdo de outros sacarideos
dependendo da fungdo que a proteina ira desempenhar (POTAPENKO et al, 2010;
GHAZARIAN et al, 2011; PINHO;REIS, 2015).

As alteragdes da estrutura glicidica de glicoproteinas e glicolipidios presentes na
superficie celular estdo associadas ao desenvolvimento tumoral, pois em quase todas as
células malignas podem ser observadas modificagbes aberrantes no processo de
glicosilacdo de componentes da superficie celular, como os epitopos oncofetais, que séo
encontrados em células embrionérias e tumorais e ndo sdo encontrados, na sua grande
maioria, nas células adultas (VASCONCELOS-DOS-SANTOS et al., 2015; MUNKLEY,

2016). Em 1985, o pesquisador Feize, demostrou essas alteracdes experimentalmente pela
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primeira vez, através de anticorpos contra celulas cancerigenas que reconheceram
estruturas anormais de glicanos (FEIZE, 1985). As principais alterac6es encontradas, que
sdo provenientes de disfungdes das glicosiltransferases e/ou glicosidases, sdo a
fucosilacdo, sialilagdo, além do aumento da exposicdo de residuos de carboidratos
produzidos pelas N- e O- glicosilacGes incompletas que, durante o alongamento da cadeia
sacaridica, formam glicoconjugados truncados, como ilustra a Figura 3 (PINHO e REIS,
2015).

Figura 3: Representacdo esquematica das comuns classes de glicoconjugados expressos em células

humanas.
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Fonte: Imagem adaptada de PINHO; REIS, 2015.

Os carboidratos nao sdo codificados no genoma e por isso possuem uma variedade
muito maior de estrutura e funcdes, o que torna seu estudo um desafio (VARKI, 2017).
O estudo das expressoes e a identificagdo das variagdes dos glicidios € possivel através
das lectinas, uma vez que essas biomoléculas reconhecem especificamente 0s
carboidratos, possibilitando a marcagéo em tecidos e células facilitando o entendimento

da sua biologia.

2.3 LECTINAS

O termo lectinas é utilizado para denotar um grupo heterogéneo de proteinas ou

glicoproteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico, de origem n&o-imune,
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capazes de se ligar especificamente e reversivelmente a carboidratos especificos sem
modificar a estrutura bioquimica dos ligantes (DIAS et al., 2015). A ligacdo entre a lectina
e o glicano é tdo especifica que, muitas vezes, consegue distinguir seus isdmeros. Como
exemplo podemos citar a lectina ConA, que se liga ao isdémero a da glicose/manose, mas
nao ao isomero B (JUAN et al., 2017).

A interagdo na superficie entre glicidios e lectinas da-se através de seus dominios
de reconhecimento a carboidratos (DRC), também conhecido como dominio de ligacdo a
carboidratos (DLC), localizado dentro de sua estrutura polipeptidica, e é realizada por
ligacGes ndo covalentes como pontes de hidrogénio, coordenacdo metalica, interacdes de
van der Walls e hidrofébicas (JUAN et al., 2017). A interacdo entre carboidratos
monomeéricos, como por exemplo glicose, frutose e galactose, e as lectinas de forma geral
é fraca, pois a interacdo tem constante de dissociacao na faixa do mM. Para superar essa
questdo, devido a necessidade de ocorrer processos especificos nos sistemas bioldgicos,
0s mesmos utilizam-se de uma estratégia multivalente denominada efeito “cluster”, em
que existem inimeros sitios de ligacdo a carboidratos aglomerados na superficie das
células, como polissacarideos em membranas, tornando a interacao entre as lectinas e o
sistema bioldgico mais eficiente (YANG et al., 2010; CUNHA et al., 2017).

As lectinas sdo classificadas em 12 familias distintas, de acordo com a estrutura e
evolucdo dos seus dominios, que foram analisados através das técnicas de gendmica e
transcriptbmica. Essas familias sdo: homologas da aglutinina de Agaricus bisporus,
amarantinas, homdlogos de quitinase classe V, familia cianovirina, familia da aglutinina
de Euonymus europaeus, familia da aglutinina de Galanthus nivalis, proteinas com
dominio de heveina, jacalinas, proteinas com um dominio de lectinas de leguminosas,
dominios de lisina, familia da aglutinina Nicotiana tabacum e familia ricina-B
(VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011).

Embora as lectinas tenham sido inicialmente encontradas e descritas em plantas,
estas proteinas também sdo isoladas nos mais diversos seres vivos, como animais
(NUNES et al.,, 2012), microrganismos (REYNOLDS et al., 2012), e fungos
(HAMSHOU et al., 2012). Podem, ainda, ser produzidas por técnicas recombinantes
(CUNHA et al., 2016). As lectinas encontradas nos animais, participam dos processos
bioldgicos como interagcbes da matriz extracelular, fertilizacdo, desenvolvimento
embrionario, apoptose, imunomodulacdo e inflamacdo, interagdo parasita-hospedeiro,
indugdo mitogénica e homeostase (RABINOVICH et al., 2007; CHOU et al., 2009;
KERRIGAN; BROWN, 2009; RUSEVA et al., 2009; SARAVANAN et al., 2009;
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YAMANAKA et al., 2009; GHAZARIAN et al., 2011). As lectinas de vegetais diferem
consideravelmente na especificidade ao ligante e estruturas quaternaria; possuem muitas
fungdes, dentre as mais importantes esta a protecdo contra fitopatogénos (LANNOO e
VAN DAMME, 2014; ZHENG et al., 2016).

As lectinas possuem essas atividades pois tém a capacidade de se ligarem a
membrana das células via sitios glicosilados, levando a uma sinalizacdo celular até
culminar em distintas respostas celulares (COELHO et al., 2017). Devido a isso,
apresentam uma vasta aplicabilidade na area biotecnologica, de pesquisa médica,
biolégica, farmacologica e bioquimica (CUNHA et al, 2017). Em 2014, as
lectinas ConA, aglutinina de amendoim (PNA) e aglutinina de Ulex europaeus (UEA-I),
especificas para glicose/manose, galactose e fucose, respectivamente, foram conjugadas
ao éster de acridina (lectinas-EA), com o objetivo de avaliar o glicofenétipo em tecidos
normais de prostata, hiperplasia prostatica benigna e adenocarcinoma prostatico por
quimiluminescéncia (SILVA et al., 2014). Albuquerque e colaboradores, estudaram a
lectina ligadora de manose (MBL), que reconhece residuos de N- acetilglucosamina e
manose, com a finalidade de associar o perfil de polimorfismos do gene da MBL a sua
massa molecular em pacientes com hepatite C (ALBUQUERQUE et al., 2018).

Cratylia mollis, popularmente conhecida como feijdo camaratu, € uma planta
arbustiva, perene, nativa da regido semiarida de Pernambuco (Figura 4A). Das sementes
de C. mollis (Figura 4B) sdo purificadas quatro isoformas da lectina Cramoll: Cramoll 1,
Cramoll 2, Cramoll 3 e Cramoll 4 com especificidades distintas para monossacarideos.
As isoformas 1, 2 e 4 sdo especificas para glicose/manose, enquanto a isoforma 3 é
especifica para a galactose (PAIVA; COELHO, 1992; CORREIA; COELHO, 1995). A
estrutura terciaria de Cramoll 1 (Figura 4C) apresenta trés folhas B conectadas por loops
e o sitio de ligacdo ao monossacarideo metil-o-Dmanopiranosideo (MeaMan), €
constituida de 236 aminoéacidos e possui 82% de homologia com a ConA. Os dois sitios
de ligacdo a metais, encontrados na proximidade do sitio de ligacdo a monossacarideos,
sdo indispensaveis para ligacdo do carboidrato, pois interagem diretamente com a cadeia

polipeptidica ou por via coordenagdo de moléculas de agua (SOUZA et al., 2003).
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Figura 4: Planta (A) e sementes de Cratylia mollis (B) e Estrutura terciaria de Cramoll 1 (C).
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Fonte: imagens adaptadas de CARDOSO, 2009; SOUZA, 2003.

O protocolo da purificacdo da Cramoll 1,4 foi estabelecido em 1995 por Correia
e Coelho, como detalhado na Figura 5. O processo € iniciado com o fracionamento salino,
utilizando sulfato de amonio (40% de saturacdo), do extrato da semente de C. mollis
(10%), seguido de uma centrifugacdo. O sobrenadante obtido passa por um novo
fracionamento salino (40 - 60% de saturacdo) e outra centrifugacdo, enquanto o
precipitado pode ser utilizado para a purificagdo da isoforma 3. A separacdo dos
componentes do precipitado 40-60% é feita em apenas uma etapa cromatografica em
coluna contendo sephadex G-75 (polimero da glicose), onde sdo purificadas as isoformas
1,4, as quais podem ser separadas por cromatografia de troca idnica numa coluna de CM-
celulose; o sobrenadante 60% ¢é utilizado para purificacdo da isoforma 2 (PAIVA,
COELHO, 1992; CORREIA; COELHO, 1995).

Figura 5: Etapas para extracdo e purificacdo das isoformas de lectinas de Cratylia mollis.
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Fonte: Imagem adaptada de CUNHA, 2016
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As lectinas de sementes de C. mollis vém sendo estudadas nas mais diversas areas
da biotecnologia. Essas proteinas foram utilizadas na pesquisa do cancer com objetivos
diagndsticos, onde j& foi conjugada a peroxidase de rdbano para diferenciar, por
histoquimica, os tecidos da prostata (normal, hiperplasico e carcinoma) (LIMA et al.,
2010). No céancer, essa lectina também foi utilizada com fins terapéuticos, apresentando
uma capacidade de inibi¢do do crescimento do Sarcoma 180 in vivo (40%), intensificando
sua acdo ao ser encapsuladas em lipossomas convencionais (71%) (ANDRADE et al.,
2004). Em 2016, um estudo com a lectina recombinante encapsulada em lipossomas
furtivos, também contra Sarcoma 180, demostrou resultados similares as lectina nativa
(75%) (CUNHA et al., 2016). O seu potencial cicatrizante foi estudado em feridas
cutaneas em camundongos normais e imunocomprometido, em que se mostrou eficaz
para o reparo dessas lesdes (MELO et al., 2011b) e em filme de galactomanana, no qual
seu uso foi promissor como curativos topicos (ALBUQUERQUE et al., 2017). No
desenvolvimento de biossensores, Silva e colaboradores utilizaram um eletrodo
modificado por nanotubos de carbono carboxilados unidos a filme de poli-L-lisina
funcionalizado com Cramoll, para a identificacdo diferencial de pacientes com
hiperplasia benigna e cancer de préstata (SILVA et al., 2016). Biossensores baseados em
nanotubos de dioxido de titanio funcionalizados com a lectina Cramoll também foram
utilizados para estimular a adesao e proliferacdo celular de osteoblastos, se apresentando
como uma plataforma promissora para aplicacdo em implantes metalicos (OLIVEIRA et
al., 2018). Em 2015, o potencial protetor da Cramoll contra a inducdo de estresse
oxidativo foi estudado em células Vero, e o estudo mostrou que essa lectina foi capaz de
diminuir a citotoxicidade induzida por estresse oxidativo, prevenindo danos ao DNA,
promovendo a sobrevivéncia celular (SILVA et al., 2015). A sua atividade antiparasitaria
foi estudada contra as formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi, sendo promissora em
aglutinar, inibir a proliferacéo e causar necrose celular (FERNANDES et al., 2010). Outro
estudo envolvendo T. Cruzi foi realizado em 2014, no qual foi revelado que a Cramoll
estimula a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) na mitocondria do parasita,
deixando-a mais propensa a morte celular (FERNANDES et a., 2014).

Dessa forma, tanto a lectina Cramoll quanto a sua forma recombinante vem se
apresentando como ferramentas versateis para estudos em diversas areas nas Ciéncias da
Vida. Entretanto, ainda é necessario novos estudos para elucidar as vias moleculares que
sdo ativadas por essa lectina, assim como descobrir novas potencialidades. Visando o

melhor entendimento desses processos, marcadores fluorescentes como 0s pontos
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quéanticos podem ser explorados para analisar processos bioldgicos, devido a sua
superficie ativa para ligagbes com diversas biomoléculas, além da sua alta
fotoestabilidade (CABRAL FILHO et al., 2016).

2.4 PONTOS QUANTICOS

Pontos quénticos (PQs), também conhecidos como quantum dots (QDs), descritos
muitas vezes como atomos artificiais por apresentar estados energéticos discretos assim
como os atomos (CHOU;DENNIS, 2015), sd@o nanocristais fluorescentes de
semicondutores, que podem ter didametros de 2 a 10 nm, com centenas a milhares de
atomos em confinamento quantico tridimensional. Quando comparados ao mesmo
material em escala macroscdpica, conhecidos como bulk, esse regime de confinamento
quéantico confere aos PQs propriedades fisico-quimicas Unicas, um exemplo é a
sintonizacdo da fluorescéncia de acordo com o tamanho da particula (FONTES et al.,
2012).

Um sélido pode ser classificado em isolante, condutor ou semicondutor. Essa
classificacdo pode ser realizada de acordo com a energia entre as bandas de conducéo
(BC) e banda de valéncia (BV) desses materiais, conhecida como band gap (Eg).
Materiais, como os PQs, séo classificados como semicondutores pois possuem um Eg
intermediario entre os materiais isolantes e condutores. Apo6s a absorcdo de luz, um
elétron pode ser excitado da BV para a BC, deixando uma lacuna (h+) na BV, formando
um éxciton (par elétron-buraco), quando o elétron retorna para a BV a fluorescéncia é
emitida. Esse processo pode ocorrer tanto no material nanométrico como no bulk. Porém,
no bulk os niveis energéticos sdo distribuidos de maneira continua. Essa condi¢do muda
na escala nanométrica, quando as trés dimensdes do semicondutor sdo reduzidas para
poucos nandmetros e as particulas tornam-se menores que o raio de Bohr! (CHOU e
DENNIS, 2015), pode-se dizer que eles estdo em regime de confinamento quantico e
nessa situacdo essas nanoparticulas séo chamadas de PQs.

Em confinamento quéantico, para um nanocristal feito de um mesmo material, com

areducdo do tamanho da particula havera aumento da E4. Sendo assim, podemos controlar

1 Em referéncia ao atomo de hidrogénio, o raio de Bohr, caracteristico de cada semicondutor, é uma

distancia média entre o elétron (&) e o buraco (h*) do éxciton, criada devido a uma atragéo eletrostética que

0s mantém movendo-se juntos.
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a regido do espectro eletromagnético que os PQs irdo emitir apenas variando o tamanho
da particula. Particulas maiores terdo um menor Eq e irdo emitir mais para a regido do
infravermelho. Ja as particulas menores, terdo um Eg maior e irdo emitir em comprimentos
de ondas menores, ou seja, que tem mais energia, por isso mais proximos da regido do
azul do espectro eletromagnético (SANTOS et al., 2008). A Figura 6 ilustra as bandas
BV e BC no semicondutor bulk e nos PQs e as respectivas emissdes desses nanocristais
de acordo com o tamanho.

Figura 6. Representacao esquematica das bandas de conducéo e de valéncia no bulk e nos PQs, indicando
as emissdes desses nanacristais de acordo com o tamanho.
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Fonte: Imagem adaptada de OLIVEIRA, 2018.

Existem dois tipos de metodologias gerais para a sintese dos PQs: bottom-up e
top-down. Contudo, a abordagem mais utilizada é a bottom-up, onde se parte de atomos
para se chegar a sistemas maiores como 0s nanocristais. Geralmente, as nanoparticulas
crescem a partir de percussores dissolvidos em uma solucéo contendo um estabilizante,
0s quais possuem o objetivo de manter as particulas dispersas em suspensdo enquanto
centros de nucleacdo séo formados (FONTES et al., 2012). De modo geral, os PQs s&o
preparados por uma sintese coloidal, onde ha a precipitacdo controlada em agua ou
solventes organicos (FONTES et al., 2012). A sintese baseada em meio organico tem
possibilitado a obtencéo de PQs de alta qualidade, isto &, com baixa dispersédo de tamanho,
altos rendimentos quanticos e estabilidade quimica (SILVA et al., 2010). No entanto, esse
método utiliza precursores toxicos, de custo elevado, além de produzirem PQs
hidrofébicos e, portanto, ndo compativeis de imediato com sistemas bioldgicos,
necessitando de procedimentos adicionais para tanto, os quais podem inclusive diminuir
a qualidade da fluorescéncia desses materiais (FONTES et al.,, 2012; WEGNER e

HILDEBRANDT, 2015). A sintese em meio aquoso possui uma grande vantagem em
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relacdo aos PQs sintetizados em meio organico, pois os mesmos sdo hidrofilicos e
consequentemente, automaticamente compativeis com a utilizagdo em ensaios biologicos.
A interrupgdo do crescimento dos nanocristais quando estes atingem o tamanho
desejado leva ao surgimento de ligagcdes atbmicas ndo compartilhadas (também chamadas
de defeitos de superficie) que induz também a formacdo de niveis de energia
intermediérios entre BV e BC fazendo com que o elétron va perdendo energia durante o
percurso de relaxacdo excitonica, pois dessa forma ele ndo vai diretamente da BC para a
BV, levando a uma emissdo de luz de menor intensidade. Para existir uma maior
fluorescéncia e fotoestabilidade dos PQs sintetizados por esse método, é necessario
crescer uma camada externa (shell), constituida também por semicondutores, sobre o
nacleo dos nanocristais, por um processo chamado de passivacdo, dando origem as
estruturas do tipo ndcleo/casca (core/shell) (SILVA et al.,, 2010; WEGNER;
HILDEBRANDT, 2015). Para os estudos biomédicos em que se faz necessario a
fluorescéncia na regido do visivel e PQs hidrofilicos, tanto o nucleo como a casca sdo
usualmente compostos por elementos dos grupos IIB e VIA da tabela periodica, como
CdSe/ZnS, CdTe/CdS e ZnSe/ZnS (SANTOS et al.,2008; FONTES et al., 2012).

Os estabilizantes, utilizados durante a sintese dos PQs hidrofilicos, sao
precursores dessa fina camada em torno do nucleo (shell), pois possuem grupamentos tiol
(-SH) que ajudam a compo-la, a qual possui o0 objetivo de refazer ligacbes nao
compartilhadas e reduzir os defeitos de superficie que surgem na formacdo dessas
nanoparticulas. Os agentes estabilizantes podem ainda conter na sua composicao
terminais carboxilicos (-COOH) e/ou aminado (-NH2) que podem conferir carga negativa
e positiva as nanoparticulas, respectivamente. Esses terminais também podem agir como
grupos funcionais para a conjugacdo com biomoléculas, como por exemplo anticorpos e
carboidratos, através de ligacGes covalentes e ndo covalentes (FONTES et al., 2012;
PROBST et al., 2013). Devido a essa caracteristica, os agentes estabilizantes tambeém
podem ser considerados agentes funcionalizantes. Os agentes estabilizantes mais
utilizados em sinteses hidrofilicas sdo: o acido mercaptoacético (AMA), o acido 3-
mercaptopropidnico (AMP), o acido mercaptosuccinico (AMS), a L-cisteina (CIS) e a

cisteamina (CISTM), assim como pode-se observar na Figura 7 (FONTES et al., 2012).
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Figura 7. Estrutura quimica de alguns agentes estabilizantes: (A) acido mercaptoacético - AMA, (B) acido
mercaptosuccinico - AMS, (C) acido 3-mercaptopropionico - AMP, (D) cisteamina - CISTM, (E) cisteina
- CIS.
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Apds a sintese, a nanoparticula serd composta de um nucleo, responsavel pelas
propriedades dpticas, como por exemplo o comprimento de onda no qual os PQs irdo
emitir; uma casca ou camada de passivacdo que determinard qudo eficiente serd a
fluorescéncia da nanoparticula e uma camada funcionalizante, a qual serdo ancoradas
moléculas que conferirdo a funcionalidade biol6gicas aos PQs, como pode ser visto na
Figura 8 (KARAKOTI et al., 2015).

Figura 8: Estrutura de um ponto quantico funcionalizado conjugado a uma biomolécula.
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Fonte: Adaptado de FONTES et al., 2012.

O estudo direcionado e especifico € essencial para uma melhor compreenséo de
processos biologicos, devido a isso, € necessario a conjugacdo de biomoléculas a
superficie dos PQs, através de um processo conhecido como bioconjugacdo (Figura 8)
(FONTES et al., 2012), para conferir especificidade para aplicacdes biologicas (YANG
et al.,, 2013). Uma conjugacdo ideal deve manter as propriedades funcionais das

biomoléculas e as propriedades Opticas dos PQs.
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As biomoléeculas podem ser conjugadas aos PQs através de alguns métodos: i —
conjugacéo covalente utilizando 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) (EDC) e
a N-hidroxisuccinimida (Sulfo-NHS) ou glutaraldeido; ii — funcionalizar os PQs com
moléculas de avidina ou estreptavidina que véo interagir com biomoléculas biotiniladas
e iii — ligacbes ndo covalentes, como adsorcdo. No primeiro método, os agentes de
acoplamento EDC e Sulfo-NHS possibilitam a formacéo de ligagdes amidas entre 0 PQ
e a biomolécula que se deseja conjugar. O glutaraldeido € uma molécula que contém dois
grupamentos aldeidos, esses grupos possibilitam a ligacdo de PQs aminados com
moléculas propiciando em geral uma ligacdo amina-amina. No segundo método, a
molécula de estreptavidina possui elevada afinidade pela biotina e esta por sua vez pode
ligar-se especificamente a uma imunoglobulina ou proteina celular, podendo ser aplicadas
em imunomarcacgdes ou em diagndsticos de doengas imunoldgicas (KARAKOTI et al.,
2015). No terceiro método, para as ligacdes nao covalentes acontecerem, ndo ha
necessidade de um agente quimico para intermediar a ligagdo, as interacdes entre as
biomoléculas e grupos terminais expostos na superficie do PQs ocorrem, por meio, por
exemplo, de interacdes eletrostaticas, hidrofobicas ou de Van der Waals, portanto é
considerado um método simples e versatil para conjugacao, no entanto, pode ser sensivel
ao pH e a forca idnica do meio bioldgico (KARAKOTI et al., 2015).

Os PQs estdo sendo muito utilizados nas pesquisas em Ciéncias da Vida, tanto na
area biomédica quanto na biofisica (TANIMOTO et al., 2016; ZHOU et al., 2016), devido
as suas propriedades Unicas, destacando-se: (i) um estreito espectro de emissdo; (ii) um
amplo espectro de absorcdo e (iii) emissao sintonizavel com o tamanho da nanoparticula,
caracteristica que possibilita utilizar apenas uma fonte de luz para excitar uma grande
variedade de tamanhos de PQs (BILAN et al., 2015). Outra vantagem € a alta resisténcia
a fotodegradacéo, fornecendo imagens com boa intensidade de fluorescéncia por tempos
prolongados (WEGNER; HILDEBRANDT, 2015). Além disso PQs apresentam uma
superficie ativa para conjugacdo com diversas biomoléculas que permitem o
direcionamento ativo e especifico dos nanossistemas (KARAKOTI et al., 2015).

PQs conjugados as biomoléculas tém sido aplicados em varios estudos. Andrade
e colaboradores utilizaram os PQs conjugados a lectinas UEA e ConA para obter imagens
de tecidos de cancer de mama transformados benigno e malignamente através de
microscopia de fluorescéncia para analisar o glicocodigo desses sistemas bioldgicos
durante o processo de carcinogénese (ANDRADE et al., 2013). Em 2017, He e

colaboradores, utilizaram PQs conjugados a lectinas para fazer imagens de células
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cancerigenas (HE et al., 2017). Conjugados de PQs-ConA foram também utilizados para
investigar o glicidico em hifas e leveduras de Candida albicans em suspensdo e biofilme,
Figura 9 (TENORIO et al., 2015). InfeccBes bacterianas como a Serratia marcescens
também foram investigadas empregando o biconjugado PQs-ConA para a deteccdo dos
lipolissacarideos que compdem a membrana externa dessas bactérias (EBRAHIM et al.,
2015). PQs de CdSe/zZnS funcionalizados com colistina também foram utilizados na
microbiologia para reconhecer o lipidio A que constitui a membrana externa da
Escherichia coli (CARRILLO et al., 2011). PQs conjugados a lectina UEA, e anticorpos
Anti-A e Anti-B foram utilizados como ferramentas para estudar e quantificar o padréo
de antigenos do grupo ABO e sub-grupo A na superficie dos eritrocitos (CABRAL
FILHO et al., 2015). Em 2017, os PQs de CdS conjugados a jacalina, lectina purificada
das sementes de Artocarpus integrifoli, reconheceram os antigenos T presentes nas
células humanas de leucemia mieloide crénica (K562), enquanto as células saudaveis de
linfocitos periféricos ndo sofreram marcacdo, indicando o reconhecimento especifico de
células cancerigenas pelo bioconjugado (AHMED et al., 2017). Assim, PQs associados
a biomoléculas, tais como as lectinas vém se mostrando ferramentas versateis, praticas e
valiosas para avaliar o metabolismo e a expressao de marcadores em microorganismos,
celulas e tecidos tumorais, a fim de contribuir para um entendimento da sua biologia
(CUNHA et al., 2018).

Figura 9: (A) Imagens por microscopia confocal de células e hifas de C. Albicans. (B) Imagens por
microscopia confocal de varredura a laser de biofilme de C. albicans, ambas marcadas por PQs-ConA. A
seta branca indica as hifas, enquanto os asteriscos indicam as células (barra de escalaem A =10 um e em
B =30 um).

Fonte: TENORIO, 2015
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2.5 ENSAIO FLUORESCENTE DE MICROPLACA

O ensaio fluorescente de microplaca é um método dptico analitico, que utiliza um
fluorimetro e microplacas de poliestireno (Figura 10), as quais usualmente possuem
afinidade por proteinas/anticorpos, para detectar a fluorescéncia emitida por marcadores
fluorescentes sozinhos ou conjugados a alguma biomolécula e compara-la aos controles,
para os quais espera-se um baixo sinal (CARVALHO et al., 2014). A configuracdo mais
bésica desse equipamento consiste de uma lampada que é utilizada para excitar a
fluorescéncia das amostras nas microplacas e filtros que selecionam respectivamente 0s
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo. As microplacas pretas sdo utilizadas nos
equipamentos que detectam a fluorescéncia por retroespalhamento. Esse equipamento é
utilizado rotineiramente em imunoensaios para estudar as interagdes de antigeno-
anticorpo empregando marcadores fluorescentes (corantes organicos ou pontos
quanticos) (SILVA et al., 2018;). Recentemente, foi empregado para desenvolver um
ensaio de imunofluorescéncia baseado em conjugados de PQs para detecgéo de anticorpos
1gG anti-ZIKV, e se mostrou uma plataforma promissora para detectar infecgdes passadas
pelo Zika e/ou monitorar a resposta imune na prospec¢do de vacinas (RIBEIRO et al.,
2019).

Figura 10: Exemplo de uma microplaca de poliestireno de 96 pocos utilizada no leitor fluorescente de

coleta por retroespalhamento.

Fonte: PERKIN ELMER, 2019

Uma nova abordagem para o uso do fluorimetro de microplacas foi proposta por
Carvalho e colaboradores (2014). Os autores utilizaram o leitor para avaliar a eficiéncia
da bioconjugacdo de PQs com proteinas, visto que se ter uma boa eficiéncia de
conjugacéo leva a aplicagbes bem-sucedidas dos bioconjugados (CARVALHO et al.,
2014). Esse método é baseado na deteccdo da fluorescéncia dos PQs conjugados. Quando
a bioconjugacao ¢é eficiente, as proteinas/anticorpos conjugadas aos PQs ficarédo ligadas a
placa de poliestireno e o sinal de fluorescéncia sera detectado, caso 0s PQs ndo estejam
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conjugados a essas moléculas, ndo havera sinal, pois, 0os PQs sozinhos nédo se ligam a
microplaca e serdo retirados na lavagem. As proteinas ndo sdo removidas, porém néo
apresentam fluorescéncia significativa nas condicdes utilizadas no experimento. Por esse
motivo, sdo utilizados os PQs e as proteinas/anticorpos ndo conjugados como controles
negativos. De modo geral, € uma analise rapida, simples e reprodutivel para avaliar a
conjugacao quando comparada com outros métodos convencionais, como a eletroforese.
Esse ensaio ja foi utilizado para avaliar a conjugacdo dos anticorpos Anti-A, Anti-B e
Anti-H aos PQs, que possuiam o objetivo de analisar a distribui¢éo e quantificar antigenos
A, B e H nos grupos ABO e subgrupos A (CABRAL FILHO et al., 2016).

O método proposto neste trabalho € também uma adaptacédo do ensaio fluorescente
de microplacas e objetiva o desenvolvimento de uma ferramenta para avaliar a
fluorescéncia emitida pelos tecidos marcados por bioconjugados, a fim de analisar e

diferenciar a expressdo de moléculas nesses sistemas biolégicos de forma quantitativa.
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3 CONCLUSAO

Os PQs de CdTe estabilizados com AMS apresentaram intensa fluorescéncia na
regido espectral do vermelho. Mesmo ap6s a conjugacdo, os PQs continuaram
com suas propriedades Opticas preservadas.

A marcacao do modelo biologico Candida albicans foi eficiente (maior que 90%),
indicando uma conjugacdo efetiva entre os PQs e a Cramoll. Além disso esse
ensaio ainda indicou que as propriedades opticas dos PQs bem como a atividade
bioldgica da lectina foram mantidas ap6s a bioconjugagao.

A preservacao da estrutura secundaria da Cramoll apds a ligagdo com os PQs foi

confirmada pelo dicroismo circular.

A especificidade da marcacgéo do conjugado PQs-Cramoll foi comprovada através
de ensaio de inibicdo com carboidrato especifico e saturacdo com a lectina livre.

As imagens adquiridas por microscopia indicaram uma marcacdo intensa pelo
conjugado PQs-Cramoll nas células ductais no tecido normal e FB, enquanto no
CDI houve um maior brilho tanto nas células ductais como no estroma.

O método quantitativo baseado em EFM proposto nesse trabalho para avaliar a
marcacdo dos glicidios em tecidos, se mostrou sensivel e eficiente.

As analises por EFM corroboraram com os dados obtidos por microscopia, pois
indicaram altos niveis de residuos de glicose e manose expostos no CDI, quando
comparado com o tecido normal e o FB.

Os conjugados PQs-Cramoll podem ser considerados ferramentas efetivas,
especificas e versateis capazes de serem aplicados para investigar e diferenciar o
glicocddigo de tecidos normais e transformados, tanto por microscopia de

fluorescéncia como por quantificacdo por EFM.
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During carcinogenesis, changes in the glycosylation can modulate many biological processes. Thus, the interest in
exploring and under ding the roles of carbol as cancer biomarkers has been increasing. Lectins have
been applied as useful tools in glycobiology, especially when associated with fluorescent reporters, Therefore, to
take advantage of the physicochemical properties of quantum dots (QDs), herein, we conjugated Cramoll, a lectin
that recognizes glucose/ , with those n ticles. We applied the conjugates to investigate
the glycocode of normal, fibroadenoma (FB), and invasive ductal carcinoma (IDC) human breast tissues. Addi-

:ﬁmorf({ucm, nanocrystals tionally, we proposed a method to quantitatively evaluate the tissue labeling intensity by a fluorescence micro-
Fluorescence plate assay (FMA). Conjugates showed intense fluorescence and specificity. The lectin activity and secondary
Proteins structure were also preserved after the conjugation with QDs. Moreover, fluorescence images showed that ductal
Carbohydrates cells of normal and FB tissues were preferentially labeled by conjugates, whereas both cells and stroma were
strongly labeled in IDC. FMA showed in a quantitative, practical, and sensitive way that the level of exposed glu-
cose/mannose residues increased accordingly to the sample malignancy degree. In conclusion, QDs-Cramoll con-
jugates can be considered effective, specific, and versatile probes to evaluate glycan profiles in normal and
transformed tissues, by fluorescence microscopy as well as FMA quantification, Furthermore, FMA showed to

be a potential method that can be applied with other fluorescent conjugates.
© 2019 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction breast neoplasms [3]. When diagnosed early, breast cancer has a good

Breast cancer is the most common invasive cancer in women and oc-
cupies the third position among the most incident malignant neoplasms
in the world [1]. In non-invasive breast cancers (also named carcinoma
insitu), the abnormal cells are limited to the ducts or lobules and do not
invade the tissues surrounding the breast [2]. Nevertheless, invasive
ductal and invasive lobular breast cancer account for >70% of cases of
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prognosis, however, despite the significant advance of cancer diagnosis
and treatment, there is still a need for a deeper understanding of the
fundamental biology associated to this disease, since the mortality rate
is a still concern [1,3]. Breast cancer can be classified molecularly by im-
munohistochemistry since biomarkers can determine the treatment
and prognosis of this neoplasm. These molecular subtypes are based,
for instance, on the presence or absence of human epidermal growth
factor receptor 2 (HER2), progesterone receptors (PR), and estrogen re-
ceptors (ER) [4].

Nevertheless, different epigenetic cell alterations contribute to neo-
plastic transformation, including an aberrant glycosylation pattern of
proteins [5]. Carbohydrate profiles have been associated to changes in
the cellular metabolism that occurs in cancer, favoring the progress of
the tumor, metastasis, and consequently a worse prognosis [6]. In an at-
tempt to study the changes in glycobiology and have a better under-
standing of which occurs in the different breast tissues, including
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