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RESUMO

Os pontos quanticos (PQs) sdo nanocristais de semicondutores que possuem propriedades
Opticas e fisico-quimicas unicas, como fluorescéncia com alta resisténcia a fotodegradacao e
superficie altamente ativa para conjugagdes com (bio)moléculas. Por outro lado, as
nanoparticulas magnéticas (MNPs) apresentam potencialidades para: (i) separacao e detec¢cdo
de ceélulas e (bio)moléculas; (ii) atuacdo como agentes de contraste para imageamento por
ressonancia magnética e (iii) aplicacdo para terapia por hipertermia, dentre outras. Assim, a
unido de PQs e MNPs, configurando uma Unica nanoparticula bimodal (BNP) com propriedades
Optico-magnéticas, pode permitir novos avangos no campo biomédico, especialmente se
combinada a (bio)moléculas. A lectina ligadora de manose (MBL) é uma proteina sérica
importante do sistema imune humano que exerce func¢des na defesa do hospedeiro, participando
de processos como: (i) reconhecimento de estruturas proprias do organismo que estao alteradas,
(ii) ativacdo do sistema complemento, sinalizando a presenca de patégenos para 0 organismo,
(iii) modulacéo da inflamacao e (iv) depuracéo de células apoptéticas. A MBL tem a capacidade
de reconhecer residuos de carboidratos que possuem hidroxilas nos carbonos 3 e 4 de hexoses,
como a D-manose, N-acetil-D-glicosamina e L-fucose presentes nas superficies celulares, pelo
seu dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC), na presenca de fons Ca?". Nesse
contexto, esta dissertacdo objetivou preparar uma nanossonda multimodal constituida por PQs
de CdTe, MNPs de 6xido de ferro e MBL. Para tanto, apds as sinteses, os PQs carboxilados
foram conjugados de forma covalente a MNPs funcionalizadas por grupos aminas, formando
BNPs. Os sistemas bimodais foram entdo conjugados a uma MBL recombinante (rhMBL) em
diferentes concentracdes, formando as nanossondas BNPs-rhMBL-50 e BNPs-rhMBL-100.
Todos os sistemas foram caracterizados por analise de potencial zeta. Os PQs, as BNPs e as
nanossondas multimodais também foram caracterizadas opticamente por espectroscopias de
absorcdo e emissdo. Por fim, o potencial para aplicacdo biologica das BNPs-rhMBL foi
avaliado por citometria de fluxo utilizando leveduras de Candida albicans como modelo
bioldgico. As analises de potencial zeta indicaram que as MNPs foram eficientemente
revestidas com grupos amina e que houve associacdo de PQs as MNPs, bem como da rhMBL
as BNPs. A avaliagédo optica confirmou a formacdo das BNPs. A espectroscopia de absorgédo
indicou que ca. 80% dos PQs foram conjugados as MNPs e também foi observado um redshift
de cerca de 20 nm no maximo de emissdo de fluorescéncia ap0s a conjugacdo entre as
nanoparticulas. Frente & marcacdo celular de C. albicans em solucdo salina enriquecida com

Ca?*, as BNPs-rhMBL-100 apresentaram melhor desempenho (ca. 86,0% de marcagio com



mediana de fluorescéncia de 14.382,3). Ademais, as BNPs-rhMBL-100 marcaram ca. 25,9%
das leveduras em salina sem Ca?* e somente ca. 0,3% das células em salina suplementada com
Ca?" e EDTA (um quelante de Ca?"). Essa diminuigdo na marcacio celular, observada em
ambos os ensaios, indicou que o sistema BNPs-rhMBL-100 apresentou especificidade,
interagindo com as leveduras pelo DRC. Portanto, conclui-se que foi preparada uma
nanossonda multifuncional (BNPs-rhMBL) efetiva e especifica que apresenta grande potencial

para estudos glicobiologicos.

Palavras-chave: carboidratos; Candida albicans; nanoparticula de éxido de ferro; pontos

quanticos.



ABSTRACT

Quantum dots (QDs) are semiconductor nanocrystals that have unique optical and
physicochemical properties, such as fluorescence with high resistance to photodegradation and
a highly active surface for conjugations with (bio)molecules. On the other hand, magnetic
nanoparticles (MNPs) have potential for: (i) separation and detection of cells and
(bio)molecules; (ii) acting as contrast agents for magnetic resonance imaging, and (iii)
application for hyperthermia therapy, among others. Thus, the union of QDs and MNPs,
configuring a single bimodal nanoparticle (BNP) with optical-magnetic properties, may allow
new advances in the biomedical field, especially if combined with (bio)molecules. Mannose-
binding lectin (MBL) is an important serum protein of the human immune system that plays a
role in host defense, participating in processes such as: (i) recognition of structures of the
organism that are altered, (ii) activation of the complement system, signaling the presence of
pathogens to the organism, (iii) modulation of inflammation, and (iv) clearance of apoptotic
cells. MBL has the ability to recognize carbohydrate residues that have hydroxyls on carbons 3
and 4 of hexoses, such as D-mannose, N-acetyl-D-glucosamine, and L-fucose present on cell
surfaces, by its carbohydrate recognition domain (CRD), in the presence of Ca?* ions. In this
context, this dissertation aimed to prepare a multimodal nanoprobe consisting of CdTe PQs,
iron oxide MNPs, and MBL. Therefore, after the synthesis, carboxylated QDs were covalently
conjugated to MNPs functionalized by amine groups, forming BNPs. The bimodal systems
were then conjugated to a recombinant MBL (rhMBL) at different concentrations, forming the
BNPs-rhMBL-50 and BNPs-rhMBL-100 nanoprobes. All systems were characterized by zeta
potential analysis. QDs, BNPs, and multimodal nanoprobes were also optically characterized
by absorption and emission spectroscopies. Finally, the potential for biological application of
BNPs-rhMBL was evaluated by flow cytometry using Candida albicans yeasts as the biological
model. Zeta potential analyzes indicated that MNPs were efficiently coated with amine groups
and that QDs were associated with MNPs, as well as rhMBL with BNPs. Optical evaluation
confirmed the formation of BNPs. The absorption spectroscopy indicated that ca. 80% of the
QDs were conjugated to the MNPs and a redshift of about 20 nm in the maximum of
fluorescence emission was also observed after the conjugation between the nanoparticles.
Regarding the cellular labeling of C. albicans in saline solution enriched with Ca*, the BNPs-
rhMBL-100 showed better performance (ca. labeling of 86.0% with median fluorescence of
14,382.3). Furthermore, BNPs-rhMBL-100 labeled ca. 25.9% of the yeasts in saline without

Ca?" and only ca. 0.3% of cells in saline supplemented with Ca?* and EDTA (a Ca?* chelator).



This decrease in cell labeling, observed in both assays, indicated that the BNPs-rhMBL-100
system showed specificity, interacting with yeasts through the DRC. Therefore, an effective
and specific multifunctional nanoprobe (BNPs-rhMBL) has been prepared that holds great

potential for glycobiological studies.

Keywords: carbohydrates; Candida albicans; iron oxide nanoparticle; quantum dots.
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1 INTRODUCAO

De uma forma geral, a bioengenharia vem contribuindo para a melhoria da qualidade de
vida através do desenvolvimento de novas tecnologias para diagnostico, terapia e compreensao
bioldgica, ajudando assim a reduzir a incidéncia de doencas que no passado eram responsaveis
por elevados indices de mortalidade (GANAU et al., 2018). A unido de compostos que
apresentam diferentes propriedades, como Opticas e magnéticas, em regime de nanoescala, pode
permitir novos avancos com o desenvolvimento de nanoplataformas multifuncionais para
aplicacBes bioldgicas, tanto com relagdo a analise celular como biossensoriamento. Nesse
contexto, podemos destacar a associacao de pontos quanticos com nanoparticulas de 6xido de
ferro (CABRAL FILHO et al., 2018).

Os pontos quanticos (PQs), ou quantum dots, sdo nanocristais de semicondutores, com
tamanhos entre 2 — 10 nm. Essas nanoestruturas tém atraido o interesse da Nanomedicina como
uma nova classe de sonda fluorescente para aplicac@es bioldgicas in vitro com células, in vivo
em pequenos animais, bem como em sensores Opticos e oOptico-eletroquimicos (CABRAL
FILHO et al., 2016; PEREIRA et al., 2016). Isso se deve as propriedades Opticas e fisico-
quimicas Unicas apresentadas pelos PQs, como: (i) excelente resisténcia a fotodegradacao; (ii)
emissdo de luz sintonizavel com o tamanho, permitindo que um PQ de um mesmo material
podera emitir em diferentes regides do espectro eletromagnético (do ultravioleta proximo ao
infravermelho, por exemplo); (iii) estreito espectro de emissdo, que permite multiplas
marcacgdes simultaneas e (iv) superficie ativa que viabiliza mdltiplas e variadas conjugacoes a
(bio)moléculas ou até mesmo a outras nanoparticulas (PEREIRA et al., 2016).

Por outro lado, as nanoparticulas magneéticas — MNPs, do inglés, magnetic nanoparticles
(tais como magnetita — FesOs ou maghemita — y-Fe2O3) também vém sendo amplamente
empregadas na nanomedicina, devido as suas notaveis propriedades, tais como o
superparamagnetismo e versatilidade para receber diferentes revestimentos em sua superficie.
As principais aplicac6es das MNPs incluem: (i) separacéo e deteccao de células e biomoléculas;
(i) atuacdo como agentes de contraste para imageamento por ressonancia magnética (IRM);
(iii) utilizacdo em biossensoriamento; (iv) sistemas de entrega de drogas, e (v) aplicacdo para
terapia por hipertermia magnética (ARIAS et al., 2018).

Essas nanoparticulas bimodais (BNPs) dptico-magnéticas constituida por PQs e MNPs
apresentam versatilidade e aplicabilidade ainda maior quando exibem especificidade bioldgica,
a qual pode ser pode ser conferida conjugando-as a (bio)moléculas, como por exemplo, um
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peptideo (CHANG et al., 2019), anticorpo (RONG et al., 2019) ou lectina (CHOWDHURY et
al., 2018).

Lectinas sdo proteinas que tém a capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos
(CARVALHO et al., 2019). A lectina ligadora de manose (mannose binding lectin — MBL) é
uma glicoproteina sérica, componente do sistema imune inato, que desempenha um papel
importante na defesa do hospedeiro, participando de processos como: (i) reconhecimento de
patdgenos e estruturas proprias do organismo que estdo alteradas, (ii) ativacdo do sistema
complemento (SC), (iii) opsonizacéo, (iv) modulacdo da inflamacdo e (v) depuracéo de células
apoptéticas (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006; DOULAMI et al., 2021). A MBL pertence
a classe das colectinas e tem a capacidade de se ligar a arranjos de glicoproteinas contendo
carboidratos que possuem hidroxilas nos carbonos 3 e 4 de hexoses — tais como D-manose, L-
fucose e N-acetilglucosamina — presentes na superficie de microorganismos, como a Candida
albicans, bem como em células hospedeiras apoptéticas ou tumorais. Essa interacdo usualmente
ocorre pelo seu dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) (VELDHUIZEN; VAN
ENK; HAAGSMAN, 2011). Seu significado clinico tem sido estudado em varios tipos de
doencas, tais como infecciosas e canceres, dentre outras (DOULAMI et al., 2021). Portanto,
esta capacidade de reconhecimento bioldgico torna esta proteina uma potencial candidata no
desenvolvimento de nanoplataformas multimodais para aplicacdo em estudos envolvendo
glicobiologia.

Assim, nesta dissertacdo apresentaremos as etapas do desenvolvimento de um
nanossistema multimodal constituido por PQs, MNPs de 6xido de ferro e MBL. Com o
desenvolvimento dessa nanoplataforma espera-se poder realizar estudos posteriores usufruindo
simultaneamente: (i) do comportamento magnético das MNPs para biosseparacéo e IRM, (ii)
da superficie ativa para conjugacdo, excelente resisténcia a fotodegradacdo, e

intensa/sintonizavel fluorescéncia dos PQs e (iii) do potencial biol6gico da MBL.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver uma nanoplataforma multifuncional, com propriedades Opticas e

magnéticas, constituida por PQs, MNPs e MBL para aplicacdes bioldgicas.

2.2 Especificos

e Sintetizar e caracterizar opticamente PQs carboxilados hidrofilicos;

e Sintetizar MNPs de 6xido de ferro em meio aquoso e modificar sua superficie para
conter grupos -NH: (amina);

e Conjugar os PQs as MNPs, via ligacdo covalente, para a preparacao de nanoparticulas
bimodais (BNPs) e realizar sua caracterizacéo fisico-quimica;

e Preparar a nanoplataforma multimodal, pela associacdo da MBL com as BNPs, e
caracterizé-la fisico-quimicamente;

e Auvaliar a efetividade e especificidade do sistema multimodal para aplicacdo biol6gica

utilizando leveduras de C. albicans como modelo biol6gico.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Pontos Quénticos

A nanotecnologia busca compreender e explorar as propriedades de materiais em
dimensdes reduzidas a escala nanométrica (1 nm = 10° m), visando usufruir de propriedades
adquiridas pela transposicdo de materiais macrométricos para esta escala (RENGERS;
GAPONIK; EYCHMULLER, 2019). Os denominados “nanomateriais”, dispdem de aplica¢des
em campos muito distintos, como a construgdo de células fotovoltaicas, monitoramento do
metabolismo e processos bioquimicos celulares ou sistema de liberacao controlada de farmacos
(KUMAR; SINHA RAY, 2018). Dentro desta perspectiva, surgiram os PQs, ou quantum dots
(QDs), que sao nanocristais de semicondutores formados por centenas ou milhares de 4&tomos
em confinamento quéntico com didmetros tipicos de 2 a 10 nm que apresentam fluorescéncia
(KRISHNA et al., 2018; MARTINS; TRINDADE, 2012; PEREIRA et al., 2016; SMITH;
GAO; NIE, 2004).

Os materiais sélidos, em termos energéticos, possuem uma banda de valéncia (BV), de
menor energia, e uma banda de conducgéo (BC), de maior energia. Essas bandas séo separadas
por uma regido que nao pode ser ocupada por elétrons (e), o bandgap (Eg). Para os e” passarem
da BV para a BC, é necessaria uma minima quantidade de energia igual ao Eg, normalmente
expressa em eV (elétron-Volt) (SMITH; GAO; NIE, 2004). O E4 é utilizado para classificar 0s
solidos em relagdo a sua condutividade elétrica: caso 0 Eq de um sélido seja de energia superior
a cerca de 3,0 eV, ele é considerado isolante, pois a alta energia de excitacdo dificulta a
passagem dos e" da BV a BC (Figura 1). Nos materiais condutores os e” transitam com facilidade
entre as bandas, devido a continuidade entre elas. J& os semicondutores apresentam um Eg
considerado intermediério, sendo possivel a utilizacdo de radiacdo eletromagnética na regiao
do UV-Vis e a temperatura ambiente para excitar os e da BV a BC (RENGERS; GAPONIK;
EYCHMULLER, 2019; SMITH; GAO; NIE, 2004).

Nos semicondutores, apds a passagem de elétrons da BV para a BC, sdo criadas lacunas
(h*) na BV. As lacunas formadas possuem cargas positivas, e 0s e sdo atraidos
eletrostaticamente por elas, formando os “éxcitons”. O par elétron-lacuna é separado por uma
distdncia chamada raio de Bohr do éxciton (aexc), que é especifica de cada material
semicondutor. Quando os e excitados retornam a BV ha emissdo de fotons, num processo
chamado de recombinacgéo excitonica (Figura 2) (MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008;
SMITH; GAO; NIE, 2004).
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Figura 1 - Diferengas no Eg para diferentes classes de materiais solidos
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Fonte: Adaptada de RENGERS et al. (2019).

Num cristal semicondutor macroscopico (bulk), os e estdo distribuidos em niveis
energéticos continuos, chamados de bandas. Isto ndo acontece quando as dimensdes (X, y € z)
de um nanocristal s&o menores que 0 aexc de seu material semicondutor constituinte. O efeito
causado por esse confinamento quantico leva a uma mudanca na distribuicdo dos estados
energéticos, formando niveis discretos de energia semelhante ao de um &tomao, e por isto 0s PQs
também sdo chamados de atomos artificiais (BRUS, 1984; MICHALET; BENTOLILA,;
WEISS, 2008).

Figura 2 - Esquema da geracdo da fluorescéncia em semicondutores. Ao ser excitado por radiagdo
eletromagnética (hv), o e” passa da BV para a BC, levando & formagao de um éxciton. Apdés relaxacéo
e recombinacdo excitonica, é gerada a emissao de fluorescéncia (hv’). Onde: h* representa a lacuna
formada na BV, pela excitagdo do e

[« ] [ & [«] [«

hv hv'

~ N 1 o

Recombinacgéao
Excitdnica

Excitagdo  Exciton Relaxagdo Emissdo

Fonte: Adaptada de PEREIRA (2014).

Adicionalmente, quanto menor for o diametro (d) do nanocristal, maior é a Eg, 0 que
também leva a uma emissdo com radiacdo eletromagnética de maior energia. Visto que o
comprimento de onda (A) da luz € inversamente proporcional a sua energia, a Figura 3 mostra

gue PQs com menor didmetro terdo A de emissdo (Aem) Mais proximo da regido do azul, e PQs
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maiores terdo Aem mais proximo da regido do infravermelho (SANTOS; FARIAS; FONTES,
2008; SMITH; GAO; NIE, 2004).

Figura 3 - Sintonizac¢do do comprimento de onda de emissdo (Aem) dos PQs com seu tamanho.
Também ¢é ilustrado o aumento da energia de Eg4 para nanoparticulas (NPs) menores e a discretizagdo
dos niveis energéticos

Tamanho da nanoparticula >

| _

\

Comprimento de onda (nm)

Intensidade de emissao (u.a.)

Fonte: Adaptada de CESAR (2014).

Os PQs podem ser sintetizados a partir de elementos semicondutores dos grupos 12-16,
13-15 e 14-16 da Tabela Periodica (Figura 4). Exemplos de nanocristais binarios sao o telureto
de cadmio (CdTe) e o seleneto de zinco (ZnSe), pertencentes ao grupo 12-16, o fosfeto de indio
(InP) do grupo 13-15 e o seleneto de chumbo (PbSe) do grupo 14-16. Atualmente, PQs com
composicdo ternaria e quaternaria tém sido preparados, muitos deles baseados em cobre (Cu),
indio (In) e prata (Ag). Exemplos destes PQs séo Cu-In-S (CIS), Cu-In-Se (CISe), Cu-Zn-In-S
(CZ1S), Zn-Ag-In-S (ZAIS) e Zn-Ag-In-Se (ZAISe) (PEREIRA et al., 2019). Ultimamente,
duas metodologias principais de sintese destes nanocristais sao empregadas: (i) top down, que
envolve técnicas de erosdo controlada de materiais em bulk para a nanoescala, como a epitaxia
de feixe molecular e litografia por feixe de elétrons, ou (ii) bottom up, na qual os materiais
precursores se agrupam em solugéo, formando suspensdes coloidais de PQs. Geralmente, 0s
PQs para aplicacbes bioldgicas sdo sintetizados pelo método bottom up e em meio aquoso
(WAGNER et al., 2019).
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Figura 4 - Combinag0es possiveis de &tomos que podem dar origem aos PQs. Cadmio (Cd), zinco
(Zn), selénio (Se), enxofre (S) e teldrio (Te) sdo frequentemente usados na sintese de PQs. Vermelho —
grupos 12-16; amarelo — grupos 13-15; e azul — grupos 14-16
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Fonte: Adaptada de LEITE (2019).

Com a diminuigdo do tamanho dos cristais, as ligacdes ndo compartilhadas causadas
pela interrupcdo do crescimento do nanocristal podem causar efeitos significativos nas
propriedades Opticas, pois geram niveis de energia intermediarios (armadilhas) entre a BV e a
BC, o que diminui a intensidade de emissdo e, consequentemente, o rendimento quantico do
nanossistema (Figura 5b). Para garantir que os PQs tenham uma intensa fluorescéncia, é
crescida ao redor do nucleo (core) uma casca (shell), chamada de camada de passivacao, que é
em geral constituida de outro semicondutor de maior Eg (Figura 5a). Este processo pode ser
realizado durante a sintese dos PQs, com a adicdo de precursores que contenham atomos aptos
a se ligar aos atomos ndo compartilhados presentes na superficie do nanocristal. O proprio
agente estabilizante do sistema pode ser utilizado para compor uma fina e eficiente camada de
passivacao, por exemplo de CdS para os PQs de CdTe, se o0 agente estabilizante for tiolado,
pois o enxofre se ligara aos atomos de Cd livres presentes na superficie do nanocristal (CESAR,
2014; LEITE, 2019; MARTINS; TRINDADE, 2012; SILVA et al., 2010).
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Figura 5 - A camada de passivacdo nos PQs de estrutura “core/shell” (a) promove aprimoramento da
emissao de fluorescéncia, por intensidade e estreitamento da largura do espectro de emissdo a meia
altura do méaximo (FWHM, do inglés, full width at half maximum). Na auséncia dessa camada (b), 0s
elétrons interagem com “armadilhas” criadas pelos defeitos de superficie, comprometendo a qualidade
da fluorescéncia. A direita, estio os espectros de absorgio (linha cinza) e emisséo (linha preta)
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Fonte: Adaptada de MARTINS; TRINDADE (2012).

A literatura aponta o uso de é&cido mercaptosuccinico (AMS), acido 3-
mercaptopropionico (AMP), cisteina e cisteamina como 0s agentes estabilizantes que
contribuem para a passivagdo (Figura 6). Os agentes estabilizantes podem propiciar cargas
positivas ou negativas a superficie da NP, consequentemente contribuindo também para a
estabilidade coloidal do nanossistema. Além disso, a conjugacdo com (bio)moléculas torna-se
também possivel pela presenca de grupos funcionais presentes nos agentes estabilizantes.
Aqueles que contém grupos amina conferem carga positiva em pH proximo ao fisiologico e o0s
que contém grupos carboxilicos conferem carga negativa. Este método de sintese resulta na
formagéo de uma estrutura nanocristalina semicondutora coberta por uma fina camada de
passivacdo (CESAR, 2014; SILVA et al., 2010; WAGNER et al., 2019).

As caracteristicas Opticas apresentadas pelos semicondutores ao serem manipulados na
escala nanometrica possibilitam o uso de PQs como nanossondas florescentes versateis no
campo das ciéncias da vida, sendo principalmente utilizados para: (i) na deteccdo de analitos
para diagnostico molecular; (ii) bioensaios com células e tecidos; (iii) imageamento in vivo,
com PQs que emitem fluorescéncia na regido do infravermelho-proximo e (iv) terapia

fotodinamica, como agente fotossensibilizador (WAGNER et al., 2019).
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Figura 6 - Representacao da estrutura quimica do acido mercaptosuccinico (AMS, 1), acido 3-
mercaptopropidnico (AMP, 2), cisteina (3) e cisteamina (4). Em vermelho estdo destacados 0s grupos
tiol, cujo &tomo de enxofre pode se ligar aos &tomos livres do ndcleo semicondutor do PQ. Em azul e

verde estdo destacados os grupos acidos carboxilicos e aminas, respectivamente, sendo ambos 0s
grupos mais explorados na conjugacdo dos PQs as (bio)moléculas e NPs

o
(1) @) o
HO

Fonte: O autor (2022).

Os PQs, quando usados como nanossondas fluorescentes no diagndstico molecular,
apresentam vantagens importantes quando comparados a marcadores fluorescentes organicos,
como: (i) largo espectro de absorcdo, permitindo a excitacdo de uma amostra com apenas uma
fonte de luz e espectro de emissao estreito, simétrico e sintonizavel com o tamanho da NP
permitindo multiplas marcacGes simultaneas; (ii) alto rendimento quantico e (iii) resisténcia a
fotodegradagdo superior aos corantes organicos convencionais, permitindo o monitoramento de
eventos por tempos prolongados; (iv) possuem superficie quimicamente ativa, possibilitando
a sua conjugacgdo as (bio)moléculas (Figura 7), como aminoacidos, proteinas, vitaminas e
farmacos e, consequentemente um direcionamento bioldgico especifico ao PQ, bem como para
sua associacdo com outras NPs (ESTEVE-TURRILLAS; ABAD-FUENTES, 2013;
KAIRDOLF et al., 2013; WAGNER et al., 2019).
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Figura 7 - Esquema de um PQ funcionalizado e conjugado a uma biomolécula para utilizagdo como
marcador fluorescente

2—-10nm

LW
P~ ‘core”
“shell”

Fonte: Adaptada de PEREIRA et al. (2016).
3.2 - Métodos de Conjugacéo a Pontos Quanticos

O processo de conjugacdo compreende a ligacdo de PQs com (bio)moléculas, outras
NPs e até mesmo superficies de eletrodos. Um dos principais fatores que determinam a
estratégia de conjugacdo € a natureza quimica dos ligantes, e como este processo pode
comprometer tanto a qualidade da fluorescéncia dos nanocristais, bem como a atividade dos
componentes a serem conjugados, € importante escolher o método de conjugacdo mais
apropriado para preservar tais qualidades. No geral, duas categorias de conjugacgéo tém sido as
mais utilizadas: covalente e ndo covalente (PEREIRA et al., 2019).

A conjugacdo ndo-covalente pode ser realizada pela ligacdo direta de uma
(bio)molécula, por exemplo, a superficie dos PQs, por adsorcdo fisica ou quimica ou pela
interacdo especifica da avidina (ou estreptavidina) com a biotina, o seu ligante. Na adsorcé&o, as
interacdes envolvidas podem ser tanto as eletrostaticas ou envolver momento de dipolo entre
0s grupos funcionais, como também pode ocorrer pela interacéo de grupos apolares das espécies
envolvidas na ligacdo (PEREIRA et al., 2019). Muitos compostos podem ser biotinilados, e se
ligarem com PQs funcionalizados com estreptavidina, que estdo disponiveis comercialmente.
As ligacOes diretas podem acontecer na forma de ligagdes dativas, como as mediadas por grupos
funcionais tiolados, ou pela coordenacdo por interacdo com metais, que é o caso da interagdo
entre os grupos imidazolicos do aminoacido histidina com os metais catidnicos presentes na
superficie dos PQs (PETRYAYEVA; ALGAR; MEDINTZ, 2013).

Ja as técnicas de conjugacdo covalente envolvem agentes de acoplamento para ligar os

PQs as (bio)moléculas ou NPs. Estes compostos podem ser categorizados em: reticuladores de
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comprimento zero, homobifuncionais e heterobifuncionais. Os reticuladores de comprimento
zero ligam grupos quimicos diferentes sem adicionar &tomos entre os compostos (PEREIRA et
al., 2019; WANG et al., 2012). Ja os reticuladores homo e heterobifuncionais fornecem um
braco espacador entre os sitios de ligacdo. Carbodiimidas séo reticuladores de comprimento
zero, e a 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), quando associada com a N-
hidroxisuccinimida (NHS) ou N-hidroxissulfosuccinimida (sulfo-NHS), possibilitam a ligacéo
entre um grupo amina e um grupo carboxilico (Figura 8), sendo utilizadas amplamente na
literatura para unir PQs hidrofilicos a proteinas e outras NPs (CABRERA et al., 2017;
PEREIRA et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019).

Figura 8 - Esquema de conjugacéo covalente entre componentes carboxilados e aminados. O componente
carboxilado é ativado por EDC/NHS para formar uma ligagdo amida com componente aminado. A carbodiimida
do EDC reage com os &cidos carboxilicos formando a o-aciluréia, que possui curto tempo de meia vida. A
hidroxila do NHS interage com o o-aciluréia formado anteriormente, formando o NHS éster, que reage com
aminas primarias, promovendo a ligacdo amida e consolidando a conjugacéo

®N
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Fonte: Adaptada de WANG et al. (2012).

Também é importante realizar estudos de avaliacdo do conjugado formado, para
aperfeicoar o processo e possibilitar a aplicacdo dos PQs nas diversas areas do conhecimento.
As técnicas de avaliacdo do conjugado formado dependem das caracteristicas quimicas e fisicas
apresentadas pela (bio)molécula ou outra NP ligada ao PQ. Para a avaliagdo da conjugacao de
algumas proteinas aos PQs, 0 ensaio de fluorescéncia em microplaca (EFM) pode ser utilizado,
pois a afinidade dos pogos de uma microplaca de poliestireno por essas proteinas conjugadas
ao PQ imobiliza o conjugado na microplaca, e quanto maior o sinal de fluorescéncia detectado
pelo equipamento em relagéo aos controles, melhor a conjugacao (Figura 9). Os controles sdo
0s PQs sozinhos, que sdo removidos na lavagem por ndo terem afinidade com o poco, e as
biomoléculas que possuem afinidade, mas ndo apresentam fluorescéncia significativa nas
condigdes avaliadas (CARVALHO et al., 2014).
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Figura 9 - Representacdo de um EFM para a avaliagdo da conjugacao de um PQ a uma proteina. Pode
se observar que ap0s 0s processos de incubacdo e lavagem, apenas o poco da placa de poliestireno que
reteve o conjugado (terceira coluna, terceira linha) apresentou fluorescéncia. 1sso acontece devido a
afinidade da proteina ligada ao PQ pela microplaca de poliestireno. As proteinas ndo ligadas aos PQs
(primeira coluna, terceira linha) tém afinidade a microplaca, mas ndo emitem fluorescéncia
consideravel nas condi¢des avaliadas. Os PQs sdo removidos na lavagem, pois sozinhos ndo possuem
afinidade pela microplaca
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Fonte: o autor (2022).

Técnicas bastante empregadas para inferir sobre a eficiéncia de conjugacao sdo também
as que avaliam alteracdes da carga superficial (potencial zeta), do raio hidrodinamico (DLS —
espalhamento dindmico da luz e FCS - espectroscopia de correlacdo de fluorescéncia) e técnicas
de separacdo por eletroforese. Apos a conjugacdo, é importante também verificar se houve
alguma alteracdo nas caracteristicas opticas dos nanocristais, que podem ser detectadas por
espectroscopia de absorcéo e emissao (PEREIRA et al., 2019).

Além das técnicas que analisam a conjugacdo de forma mais direta, vale salientar a
importancia dos ensaios que avaliam a interacdo do nanossistema com 0s componentes
bioldgicos a fim de evitar falsos negativos e falsos positivos das marcagdes fluorescentes. Essas
analises incluem, por exemplo, ensaios de saturacdo envolvendo o sistema biologico e inibigdo
do conjugado, dentre outros, que podem ser monitorados, por exemplo, por microscopia de

fluorescéncia e/ou citometria de fluxo (PEREIRA et al., 2019).
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3.3 - Nanoparticulas Magnéticas

Os materiais podem ser classificados quanto a suas propriedades magnéticas em:
diamagnéticos, quando 0 momento magnético resultante (u) € igual a zero ou magnéticos,
quando o p é diferente de zero. Esta propriedade pode também ser influenciada pela temperatura
em que o material se encontra (FRANCISQUINI; SCHOENMAKER; SOUZA, 2014;
SINNECKER, 2000).

Figura 10 - Representacdo do comportamento apresentado pelos dominios magnéticos de diferentes
materiais magnéticos frente a um H — campo magnético externo aplicado
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Fonte: Adaptado de MONTAZER; HARIFI (2018).

Entre os materiais magnéticos, existem subclassificacbes relacionadas ao seu
comportamento frente a um campo magnetico externo. Neste contexto, 0s materiais cujo
momento magnético se alinha paralelamente ao campo magnético externo de maneira fraca sao
chamados de paramagnéticos (Figura 10a). Exemplos de materiais com esta caracteristica sdo:
aluminio, titanio e ligas de cobre. Quando ha um forte alinhamento paralelo do momento
magnético frente a um campo magnético externo, 0s materiais sdo classificados de
ferromagnéticos (Figura 10b). Possuem essa caracteristica o ferro, niquel e cobalto. No entanto,
guando em um material existem momentos magnéticos alinhados, paralela e antiparalelamente
a um campo magnético externo, mas ainda assim ha uma intensa resultante paralela e alinhada
ao campo magnético externo, o material € classificado como ferrimagnético (Figura 10c). A
magnetita (FesO4), por exemplo, apresenta comportamento ferrimagnético em temperatura
ambiente (IDA, 2021; MONTAZER; HARIFI, 2018; SECHOVSKY, 2001).
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Os materiais ferro e ferrimagnéticos, quando em escala macrométrica (ou seja, bulk),
possuem muitos dominios magnéticos. Estes, sdo regiBes microscépicas dentro destes
materiais, onde os atomos em conjunto produzem um p. A presenca de multidominios
magnéticos influencia a resposta destes materiais frente a magnetizacdo (DONG et al., 2018).
Nos materiais ferro e ferrimagnéticos é observado um p apds retirar 0 campo magnético
externo, fendbmeno chamado de magnetizagdo espontanea. Isso resulta em um perfil de histerese
em um grafico que relaciona a resposta da magnetizacao induzida no material (M) em funcgéo
do campo magnético externo aplicado (H). Com a aplicacdo de um H, os varios dominios do
material comecam a se alinhar a ele e, quando completamente alinhados, atingem a
magnetizacdo maxima chamada da magnetizacdo de saturacdo (Ms). Quando o H é reduzido a
zero, 0 material ainda retém um grau considerdvel de magnetizacdo, que é chamado de
magnetizacdo remanescente (Mr), sendo necessario a exposicdo do material a outro campo na
direcdo oposta para que a magnetizagdo do material seja trazida de volta ao zero, sendo este
campo chamado de coercitivo (Hc) (Figura 11a) (MONTAZER; HARIFI, 2018; WALLYN,;
ANTON; VANDAMME, 2019).

Assim como os PQs, os 0xidos de ferro em escala bulk apresentam mudancas em suas
propriedades quando reduzidos a escala nanométrica. Isto contribuiu para o uso da magnetita
(Fes04) e maghemita (y-Fe203) nas ciéncias da vida, pois esta transposicdo € responsavel por
conferir a estes materiais uma resposta magnética diferenciada e intensa em temperatura
ambiente. Na escala nanométrica, os dominios magnéticos do material sdo reduzidos a um Gnico
dominio magnético, o qual age como um ima se alinhando na direcdo do campo magnético
externo. Estes materiais sdo chamados de superparamagnéticos e apresentam uma Ms cerca de
10* vezes maior quando comparada aos materiais paramagnéticos. Também é observando que
estas MNPs ndo permanecem magnetizadas apds a exposi¢cdo a um campo magnetico externo,
ou seja, ndo hd Mr (Figura 11b). Ainda, NPs superparamagnéticas se caracterizam por
apresentar dominio unico e Hc igual a zero (Figura 12). Além do tamanho e da natureza do
material, 0 superparamagnetismo ¢é dependente da temperatura (MONTAZER; HARIFI, 2018;
TAPEINOS, 2018; WALLYN; ANTON; VANDAMME, 2019).
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Figura 11 - Curva de histerese M—H de (a) materiais ferro e ferrimagnéticos e (b) de um material

superparamagnético

. M — magnetizacéo da particula; H — campo magnético externo aplicado; Ms —

magnetizacdo de saturagdo; M, — magnetizagéo remanescente; Hc — campo coercivo
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Fonte: DONG et al., 2018.

Figura 12 - Representagdo esquematica da relagéo entre a coercividade (campo magnético necessario
para remover a magnetizagdo remanescente) e o tamanho das nanoparticulas magnéticas. (a) Regido de

dominios magnéticos

(MD) (tamanho de Fe3O4 > ca. 80 nm), (b) e (c) regido com nimero de dominios

magnéticos em diminuicao, (d) regido de dominio tnico (SD) (ca. 20 nm < tamanho de FezO4 < 80
nm) e (e) regido de superparamagnetismo (SP) (tamanho de Fe;04 < ca. 15-20 nm).
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Fonte: Adaptado de TAPEINOS (2018).

Com o passar dos anos, varios métodos de sintese das MNPs tém sido desenvolvidos,

com o objetivo de obter nanossistemas com boa distribuicdo de tamanho, estabilidade quimica,

formato e superficie quimica de boa qualidade, alta reprodutibilidade e caracteristicas

superparamagneticas adequadas. Os principais metodos de preparacdo das MNPs sdo: co-

precipitacdo de sais em meio alcalino, decomposicdo térmica, sintese hidrotérmica e

microemulsdo (CARDOSO et al., 2018). O método de decomposi¢do térmica expde precursores
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organometalicos e um surfactante em um solvente apolar a altas temperaturas, produzindo
assim NPs ndo dispersaveis em meio aquoso. J& 0 método da sintese hidrotérmica utiliza altas
temperaturas (130 — 250 °C) e pressdo (0,3 — 4 MPa) para catalisar reagdes quimicas em
solucdes aquosas, produzindo NPs hidrofilicas. A sintese em microemulsdo utiliza liquidos
imisciveis e um surfactante para produzir uma emulsdo, geralmente do tipo “agua em 6leo”. O
tamanho das nanogotas de &gua restringe o tamanho da NP formada. O método de co-
precipitacdo ¢ o mais utilizado na preparacdo das MNPs uma vez que, € simples e eficiente.
Nesse método ocorre uma reagio quimica entre os ions ferroso (Fe?*) e férrico (Fe**) em meio
aquoso e alcalino, produzindo NPs hidrofilicas com boa distribuicdo de tamanho (CABRERA
etal., 2017; CARDOSO et al., 2018).

Devido as propriedades unicas das MNPs superparamagnéticas seu uso nas ciéncias da
vida tém sido cada vez maior. No geral, suas aplicacbes podem ser divididas basicamente em
trés categorias: (i) concentragdo de analitos e transporte de substancias e celulas através da
aplicacdo de um campo magnético externo, que também pode trazer vantagens no contexto de
biossensoriamento, por exemplo (Figura 13a); (ii) agentes de contraste em imagens obtidas por
ressonancia magnética nuclear (RMN) (Figura 13b); (iii) conversédo de energia eletromagnética
em energia térmica, chamado de hipertermia (Figura 13c) (TONG; ZHU; BAO, 2019).

Uma vantagem de utilizar as MNPs é a capacidade de concentrar 0 composto de
interesse magneticamente, antes ou ap6s do processo de analise. A modificacdo da superficie
de MNPs possibilita a interacdo entre estas NPs e 0s sistemas bioldgicos de interesse, tais como
(bio)moléculas, permitindo assim a sua concentracdo e separacdo de meios complexos,
ampliando a capacidade de andlise por diferentes técnicas. As MNPs vém sendo utilizadas
sozinhas ou em conjunto com outras nanoestruturas, por exemplo, no biossensoriamento de
proteinas, material genético e outras (bio)moléculas (HOLZINGER; LE GOFF; COSNIER,
2014).
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Figura 13 - Representacao das principais aplicacfes biomédicas das nanoparticulas magnéticas de
oxido de ferro. (a) Forca magnética gerada por um campo magnético externo utilizada na separacao de
componentes, (b) MNPs podem atuar como agentes de contraste na RMN, influenciando na
relaxividade dos prétons da agua e (c) aquecimento magnético gerado em um campo magnético
alternado para hipertermia.

a) Forca magnética b) Ressonancia Magnética nuclear ¢) Hipertermia

Fonte: Adaptado de TONG; ZHU; BAO, (2019).

Ja 0 uso das MNPs no diagnostico é devido ao melhoramento do contraste de imagens
adquiridas utilizando os principios da RMN, que sdo formadas a partir do monitoramento do
comportamento magnético dos prétons de hidrogénio (*H) presentes nas moléculas de agua,
possibilitando a visualizagdo de estruturas corporais com alta definicdo anatémica. Os prétons
de hidrogénio (*H) agem como pequenos iméas, pelo movimento de giro (spin) em seu proprio
eixo e apresentam comportamento paramagnético frente a um campo H. O tempo de relaxagédo
longitudinal (T1) e transversal (T2) dos spins dos protons de hidrogénio (*H) posterior a uma
estimulacdo, € afetado pelas caracteristicas do meio e também por agentes de contraste. Nesse
contexto, as MNPs agem como como um agente de contraste negativo pela diminuicdo do T»
(TONG; ZHU; BAO, 2019).

As MNPs também sdo exploradas em terapia por serem capazes de gerar calor quando
estimuladas por um campo magnético externo alternado. O aquecimento ocorre quando este
campo provoca uma rotacao das nanoestruturas e o efeito de Néel, que € o processo de rearranjo
dos p dentro da estrutura cristalina do material, produzindo assim a dissipagdo da energia
térmica. Devido a uma maior termossensibilidade das células de céncer, esta técnica oferece
uma possivel alternativa para o tratamento dessa doenca, através dos danos funcionais e as
estruturas celulares, podendo levar a morte celular (LI; NEJADNIK; DALDRUP-LINK, 2017
RYBKA, 2019).

Antes de aplicar as MNPs, torna-se necessaria a modificacdo de superficie dessas NPs
para atingir alguns propdsitos especificos, como por exemplo: (i) o melhoramento da
estabilidade coloidal, através do uso de surfactantes idnicos ou neutros; (ii) protecdo contra a

erosdo mecanica ou degradacdo quimica devido a pHs extremos, pelo revestimento com
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substancias hidrofdbicas; (iii) capacidade de evadir o sistema imunologico pelo revestimento
com polimeros biocompativeis, como polietilenoglicol (PEG) e poli acido latico-co-acido
glicolico (PLGA) e (iv) fornecimento de grupos funcionais para ligacdo a farmacos,
(bio)moléculas ou outras NPs (QIAO et al., 2019; WALLYN; ANTON; VANDAMME, 2019).
No processo de funcionalizagdo, diferentes compostos podem fornecer grupos funcionais para
estas NPs, como a tiopronina, que fornece grupos carboxilicos, a polietilenoimina e o agente
silano 3-aminopropiltrietoxissilano (APTES), que fornece grupos amina (YOO et al., 2017).

A funcionalizacao é um processo muito utilizado previamente a conjugacao das MNPs
a farmacos, (bio)moléculas e outras NPs. A ligacdo de MNPs a (bio)moléculas, além de poder
conferir biocompatibilidade e a habilidade de escapar do sistema imune, é utilizada
principalmente para permitir uma ligacdo especifica a alvos selecionados. Ja a associacdo de
MNPs com outras NPs, como 0s PQs pode ser vantajosa, pois permite o aproveitamento das
propriedades de ambos os nanomateriais, formando um Unico nanossistema bimodal com
propriedades Optico-magnéticas, e a juncao desses nanossistemas bimodais com (bio)moléculas
pode fornecer especificidade para diversas aplicacdes bioldgicas (CABRERA et al., 2017;
GAO; GU; XU, 2009; STAFFORD; GARCIA; GUN’KO, 2018).

3.4 - Sistemas Multimodais Baseados em Nanoparticulas de Oxido de Ferro e Pontos
Quanticos e suas Aplicacdes Bioldgicas

As aplicacbes dos PQs como nanossondas no campo biomédico envolvem tanto o estudo
de interacdes a nivel molecular, celular e tecidual como também em fluoroimunoensaios e na
aquisicdo de imagens fluorescentes in vivo (LIMA et al., 2022). Os aprimoramentos na sintese
de PQs também contribuiu para a unido destes compostos com outras NPs, formando materiais
hibridos mais complexos. As MNPs de oOxido de ferro podem ser associadas aos PQs,
desenvolvendo materiais com propriedades magneticas e fluorescentes, chamados de
nanossistemas ou NPs bimodais (BNPs — bimodal nanoparticles, do inglés). Estes
nanossistemas podem permitir simultaneamente: (i) aquisicdo de imagens com especificidade
bioquimica propiciada pela fluorescéncia associada a visualizacdo anatémica, com maior
contraste, da RMN; (ii) acompanhamento de terapia por hipertermia, gerada pelas propriedades
magnéticas, por meio das propriedades fluorescentes e (iii) separacdo de moléculas/células de
interesse em fluidos complexos por campo magnético e deteccdo simultanea por fluorescéncia
(CABRERA et al., 2017; MARCELO et al., 2020; WAGNER et al., 2019).
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Ghasemi e colaboradores (2019) prepararam um sistema multimodal a partir de MNPs
de 6xido de ferro recobertas com silica e funcionalizadas com APTES e PQs de CdTe
carboxilados. Para conferir especificidade ao sistema, foi utilizado um anticorpo anti
Streptococcus agalactiae (SG), um agente etiologico de pneumonia e meningite que acomete
recém nascidos. Através da microscopia de fluorescéncia foi possivel observar marcacdo
especifica do sistema multimodal formado (BNPs-anti-SG) para o S. agalactiae e auséncia de
marcacdo para a linhagem S. aureus, que foi utilizada como controle negativo (Figura 14). O
limite de deteccdo para o S. agalactiae neste estudo foi o de 10 CFU-mL™, que, frente as 8
CFU-mL™? detectados por PCR no estudo de Bai e colaboradores (2013), além de oferecer
semelhante sensibilidade, fornece ainda rapidez no ensaio, sendo concluido em menos de 30
min. As propriedades superparamagnéticas também foram Gteis na separacdo do S. agalactiae
em suspensdo, sendo possivel separar estas células em meio aquoso e também em matrizes
biol6gicas mais complexas, como o leite, sem nenhum tipo de pré-tratamento (BAl et al., 2013;
GHASEMI et al., 2019).

Figura 14 - Imagens de microscopia éptica (esquerda) e de fluorescéncia (direita) das linhagens de S.
agalactiae (a) e S. aureus (b), nas quais pode-se verificar regides de alta fluorescéncia na marcacéo da
S. agalactiae pelas BNPs-anti-SG e auséncia destas areas para a linhagem S. aureus.

10 um

Fonte: Adaptado de Ghasemi et al., (2019).

Em um outro trabalho, foi utilizado o fragmento de ligacdo ao antigeno (Fab) de
anticorpos hCC49 (anticorpo monoclonal humanizado - CC49) na preparacdo de MMNPs

baseadas em NPs de Fe3Os4 e PQs de CdTe, formando um nanossistema multimodal com
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afinidade a cadeia de acUcar sialilada presente na glicoproteina-72, associada a tumores de
cancer. Com a técnica de microscopia de fluorescéncia confocal, foi observado que os
nanomateriais se acumularam uniformemente na superficie de células de adenocarcinoma de
colon, e também apresentaram grande magnetizacdo de saturacdo, sem nenhum magnetismo
remanescente apos remogao do campo externo, evidenciando o potencial deste nanossistema na
micro-separagdo em sistemas fluidicos (AHMED et al., 2013).

No estudo de Wang e colaboradores, dois nanossistemas multifuncionais foram
preparados para a deteccdo de neurotoxina botulinica tipo A (BoNT/A) e enterotoxina
estafilococica B (SEB), toxinas proteicas bacterianas contaminantes de alimentos e agua. Os
sistemas multimodais foram preparados pela conjugacéo de PQs de CdSe/ZnS carboxilados na
superficie de NPs de FezO4 funcionalizadas com polietilenoimina. Posteriormente, essas BNPs
resultantes foram conjugadas a anticorpos monoclonais anti-BoNT/A ou anti-SEB. A separacéo
magnética dos nanossistemas permitiu a concentracdo do analito e, consequentemente, a sua
melhor deteccdo por emissdo de fluorescéncia no ensaio de fluxo lateral com uma membrana
de nitrocelulose. Foi possivel obter um limite de deteccéo de 2,52 pg-mL* para BoNT/A e 2,86
pg-mL* para SEB, permitindo tanto a deteccio em uma maior faixa de concentragdo como
também uma anélise 5 vezes mais sensivel que a obtida por métodos de colorimetria, como por
exemplo, ensaio imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA) (WANG et al., 2019).

Através de um ensaio de fluxo lateral em uma membrana de nitrocelulose, com 0 uso
de BNPs formadas a partir de MNPs e PQs emitindo fluorescéncia em dois comprimentos de
onda diferentes, foi possivel detectar em soro humano o antigeno prostatico humano (PSA) em
sua forma livre (PSA-L) e complexada (PSA-C). Para isto, foram sintetizados dois tipos de
BNPs: uma com PQs que emitem na regido do verde conjugados com o anticorpo anti-PSA-L,
e outra com PQs que emitem na regido do vermelho conjugados com o anticorpo anti-PSA-C.
Ambos os sistemas foram adicionados a uma amostra de soro humano, e depois separados
magneticamente, sendo ressuspendidos em agua e aplicados em uma membrana de
nitrocelulose, que foi utilizada como base para o ensaio de fluxo lateral. O processo de
concentra¢do magnética dos analitos permitiu uma deteccdo mais sensivel quando comparado
com técnicas Opticas que ndo utilizam MNPs. Neste estudo, o limite de detecgdo para 0 PSA-C
foi 0,087 ng-mL, o que possibilitou ndo somente uma detecgio mais sensivel que os métodos
tradicionais, como também um diagnostico mais preciso, uma vez que é possivel calcular a
razdo PSA-L/PSA-C. Essa razdo é um parametro mais preciso do que a razdo PSA-L/PSA-total,
medido por Jiang e colaboradores (2014) através de técnicas envolvendo a ressonancia

plasménica de superficie. As propriedades Opticas dos PQs, permitiram a deteccdo de
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biomarcadores diferentes em apenas um ensaio, apresentando potencial em técnicas de
diagndstico rapido no local de coleta da amostra (JIANG et al., 2014; RONG et al., 2019).

MNPs recobertas uma camada de 6xido de silicio (SiO.) decoradas de PQs e com a
superficie conjugada a anticorpos anti-EpCAM (molécula de adesao celular epitelial) foram
utilizadas para detectar e isolar células tumorais circulantes em uma amostra bioldgica. O
nanocomposito hibrido foi capaz de separar magneticamente as células de cancer de mama de
amostras sanguineas de pacientes doentes, e a deteccdo pdde ser comprovada por
imunofluorescéncia (CUI et al., 2019).

Outras biomoléculas também tém sido utilizadas no sensoriamento com NPs bimodais.
Os receptores de folato, que podem ser superexpressos em células de cancer, também ja foram
alvo de estudo utilizando BNPs. O &cido félico ja foi utilizado para funcionalizar sistemas
bimodais formados de PQs de CdTe e MNPs de oxido de ferro, como também de PQs de
CdTe/ZnS e MNPs de Oxido de ferro e manganés. Em ambos os estudos foi possivel,
acompanhar, por microscopia de fluorescéncia confocal, a endocitose destes nanossistemas
através dos receptores de folato. Os nanossistemas foram também Uteis na separacdo magnética
das células (DI CORATO et al., 2011; DING et al., 2018).

Diante das promissoras aplicacGes bioldgicas dos nanossistemas multimodais, as
lectinas sdo também biomoléculas de interesse potencial para sua preparacdo, uma vez que por
possuirem capacidade de reconhecer carboidratos especificos, seu uso pode ser direcionado a

estudos glicobiol6gicos.

3.5 - Lectina Ligadora de Manose

A MBL ¢é uma glicoproteina sérica que possui a capacidade de reconhecer
principalmente residuos de carboidratos que possuem hidroxilas nos carbonos 3 e 4 de hexoses,
como a D-manose, N-acetil-D-glicosamina e L-fucose. Alguns destes carboidratos sdo
expressos na superficie de microorganismos, células apoptoticas e lesadas, assim como em
tecidos danificados. Esta proteina pertence a familia das colectinas, sendo expressada
principalmente no figado e secundariamente em outros 6rgdos, tais como cérebro, baco, rins e
coracdo (AURITI et al., 2017; LIMA et al., 2022).

Em humanos, a cadeia peptidica da MBL é codificada pelo gene MBL2, que é composto
de 4 éxons intercalados por 3 introns. O éxon-1 codifica a regido N-terminal rica em cisteina e
a parte inicial da regido semelhante ao colageno, que é rica em glicina. O éxon-2 codifica o
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restante da regido de colageno, o éxon-3 codifica a regido hidrofdbica flexivel, e o éxon-4
codifica o (DRC (Figura 15) (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006).

Figura 15 - Representacdo esquematica da estrutura do gene MBL-2, e os diferentes éxons que
codificam as diferentes regides da unidade monomérica da MBL.
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Fonte: Adaptado de Dommet, Klein, Turner, (2006).

Trés unidades monoméricas da MBL, de 32 kDa, se associam para formar a subunidade
béasica funcional, de 96 kDa, que possui estrutura helicoidal. O arranjo estrutural da MBL pode
possuir de duas a seis unidades oligoméricas, podendo a estrutura final de uma MBL chegar até
600 kDa. As subunidades se ligam na regido colagenosa DRCs sempre seguindo a mesma
orientagdo direcional, dando origem a uma estrutura quaternaria que lembra um “ramo de
tulipas” (Figura 16). Esta estrutura é semelhante ao C1q, um receptor do sistema complemento
(SC) (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006; LIMA et al., 2022). O reconhecimento de
carboidratos pelas lectinas envolve forcas de van der Waals, ligacdes de hidrogénio e interacGes
hidrofobicas dos aminoécidos localizados no DRC e 0s grupamentos presentes nos
carboidratos. Oligossacarideos e glicanos complexos oferecerem mais sitios de ligacdo aos
DRCs das lectinas, proporcionando interagcdes mais fortes entre o complexo lectina-carboidrato
(BHUTIA et al., 2019; GAUTAM et al., 2020). Assim como todas as outras lectinas humanas
séricas, a interagdo do DRC da MBL com os carboidratos é favorecida na presenca do ion célcio
(Ca?"), que faz ligacbes de coordenagdo com aminoacidos presentes numa alca externa dos

DRCs (DOMMETT; KLEIN; TURNER, 2006; LIMA et al., 2022).
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Figura 16 - Representagdo esquematica das porgdes estruturais da MBL e formacao do seu oligdmero
funcional.

3443

Fonte: Adaptado de Adaptado de Dommet, Klein, Turner, (2006).

A principal funcdo da MBL no corpo humano esta relacionada a imunidade inata,
reconhecendo e se ligando a superficie de patdgenos, além de ativar o SC e cooperar com outras
moléculas na opsonizacdo independente do complemento, modular a resposta inflamatéria e
também na remocdo de células apoptoticas (JACK; KLEIN; TURNER, 2001; LIMA et al.,
2022).

A capacidade de reconhecimento e sinalizagdo fornecem a esta biomolécula diversas
fungdes no corpo humano:

a) Sistema Complemento: o complemento € um complexo sistema multiprotéico,
sendo um dos mecanismos mais importantes da resposta imune inata e o principal
mediador humoral do processo inflamatorio junto aos anticorpos. Este sistema possui
trés vias de ativacdo: classica, alternativa e das lectinas. A via das lectinas tem como
um dos principais componentes a MBL, que ao se associar as serinoproteases MASP-
1, MASP-2 e MASP-19, é capaz de reconhecer padr6es moleculares associados a
superficie de patogenos (pathogen-associated molecule patterns — PAMPS), sinaliza
a presenca de tais microrganismos para o sistema imune, ativando uma série de
proteinas do sistema complemento (MERLE et al., 2015; SARMA; WARD, 2011,
SEELEN et al., 2005).

b) Modulagao da inflamacéo: alguns estudos indicam que a MBL pode estimular a
liberacdo de citocinas pro inflamatorias, como também se ligar aos peptideos f3-
amiloides, que estédo envolvidos na patogénese da doenga de Alzheimer (JACK;
KLEIN; TURNER, 2001; LARVIE et al., 2012; NETH et al., 2000).
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c) Opsonofagocitose: a MBL tem a capacidade de se ligar a superficie de diversos
microorganismos, como algumas espécies de Candida, Aspergillus fumigatus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus do grupo pB-hemolitico através do
reconhecimento dos PAMPs, com subsequente ativacdo do SC e morte celular
(NETH et al., 2000). Mas também foi demonstrada a capacidade desta lectina mediar
a opsonofagocitose da C. albicans por neutrofilos independente da ativacdo do SC,
pela presenca de carboidratos que sdo reconhecidos pela MBL na superficie da
parede celular deste fungo (LI et al., 2012). Esta proteina também é capaz de
estimular a apoptose ao se ligar a células que perderam o recobrimento natural de
acido sialico dos glicanos na superficie celular, o que pode acontecer por infec¢des
virais ou parasitarias (GARRED et al., 2003; LEIKINA et al., 2005).

A presenca de polimorfismos na regido estrutural ou promotora do gene MBL2 pode
resultar na sintese de proteinas instaveis que sdo rapidamente degradadas ou da auséncia desta
proteina na circulacdo. Esta deficiéncia na MBL esta associada ao aumento da susceptibilidade
a infeccOes, especialmente em criangas entre 6 e 18 meses de idade, pacientes imunodeprimidos
e com doengas autoimunes (HEITZENEDER et al., 2012).

Lima et al. (2019), utilizando PQs de CdTe catidnicos sugeriram que a MBL pode
também apresentar interacdo com eritrocitos saudaveis, uma vez que apés incubacdo com essa
lectina, a marcacdo fluorescente foi inibida. Ademais, os autores também sugeriram que a MBL
possa ter um papel estabilizador da membrana eritrocitaria, pois os eritrocitos se tornaram mais
resistentes a lise apds incubacdo com essa lectina.

Até a presente data poucos estudos associaram a MBL com os PQs (LIMA et al., 2019,
2022). Porém, a associacdo desta proteina com as MNPs ainda ndo foi reportada na literatura.
Levando-se em conta as diversas fungdes da lectina, acreditamos que sua associagdo a

nanossistemas bimodais apresenta grande potencial para investigagdes glicobiologicas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese e Caracterizacdo Optica dos PQs

A sintese dos PQs de CdTe foi baseada no método descrito por Andrade et al. (2013)
com adaptacdes de Cabral Filho et al. (2016). Primeiramente foi preparada uma solugéo
contendo ions teldrio (Te?) a partir da reducdo de teltrio metalico Te® (Sigma-Aldrich) pelo
NaBH. (Sigma-Aldrich) na razdo molar 1:30 (Te®:NaBH.4) em pH > 10 e atmosfera inerte de
N.. Posteriormente, a solugdo contendo ions Te? foi adicionada a uma solugdo preparada a
partir do CdCl, (Sigma-Aldrich) a 0,01 mol-L* em pH > 10 na presenca do Aacido
mercaptosuccinico (AMS - Sigma-Aldrich), que atua como agente funcionalizante e
estabilizante das nanoparticulas, na razao molar 5:1:6 (Cd:Te:AMS). A reacdo permaneceu
entdo em constante agitacdo e aquecimento a 90 °C por 6 h para se obter PQs fluorescentes na
regido espectral do laranja/vermelho.

A caracterizacao dptica dos PQs de CdTe foi feita por espectroscopias de absor¢édo e
emissdo, utilizando-se respectivamente os equipamentos espectrofotdmetro UV-Vis 1800
(Shimadzu) e o espectrofluorimetro LS55 (PerkinElmer). Na espectroscopia de emissao, as
amostras foram excitadas em A =488 nm.

O espectro de absorcdo obtido foi utilizado para estimar o diametro médio (d) dos
nanocristais, calculado a partir do comprimento de onda (1), segundo a Equacdo 1 (DAGTEPE
etal., 2007):

_1,38435-0,00066 1
T 1-0,00121 1

d

Eq. 1
Com o diametro estimado, o coeficiente de extingdo molar (¢) dos PQs de CdTe foi
calculado através da Equacéo 2, ja descrita na literatura (YU et al., 2003):

e = 10043 x d*'? Eq. 2

Apbs calcular o & (L-mol*-cm™), a concentragdo dos PQs foi estimada aplicando-se a
lei de Lambert-Beer, na Equacéo 3 abaixo:

A =¢CL Eq. 3

sendo A a absorbancia encontrada no primeiro maximo de absorcéo, L o comprimento do
percurso da luz pela amostra, que corresponde a largura da cubeta de quartzo utilizada na analise
(1 cm) e C é a concentragdo molar (mol-L ™) dos nanocristais (DAGTEPE et al., 2007).
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A partir do espectro de emisséo, foi caracterizada a regido em que os PQs sintetizados
emitem fluorescéncia, bem como a largura a meia altura (FWHM — Full Width at Half-

maximum).

4.2 Sintese e Funcionaliza¢do das MNPs

A suspensdo aquosa das MNPs foi preparada pelo método de co-precipitacao alcalina
de sais de Fe?* e Fe3*, segundo procedimentos descritos por Cabrera et al., 2017. Os compostos
FeCl,- 4H,0 e FeCls - 6H20 (na razéo molar de 2:3) foram dissolvidos em uma solugéo de HCI
(2 mol-L™) e submetidos a agitagdo em 25 °C (temperatura ambiente — TA). Posteriormente, 50
mL de hidréxido de amonia (7 mol-L™) foi adicionado a solug&o contendo os cloretos de ferro,
sob agitacdo constante. A preparacdo magnética foi aquecida a 50 °C em um banho de ultrassom
(Unique Ultra Cleaner USC 1400A) por 30 min. A suspensdo resultante foi resfriada até atingir
a TA e lavada com &gua ultrapura atraves da decantacdo magnética, utilizando um ima de
neodimio (NdFeB). A técnica permite obter MNPs compostas maioritariamente de magnetita e
de tamanho médio de aproximadamente 15 nm (CABRERA et al., 2017).

A funcionalizagdo das MNPs sintetizadas foi feita com o agente silano APTES (3-
aminopropiltrietoxisilano, Sigma-Aldrich), o qual propicia a adi¢cdo de grupos amina (-NH2)
sobre a superficie das nanoparticulas magnéticas. Para isto, a suspensdao das MNPs preparada
na concentracdo de 35 umol-L?, estimada segundo a técnica de espectroscopia de absorgdo
atdbmica em chama, foi diluida 40 vezes. Esta suspensdo diluida foi tratada com a solucédo de
APTES (2,5 % v/v, preparada em acetona) sob agitacdo por 2 h em TA. Ap0s este processo, as
MNPs funcionalizadas com APTES (MNPs-APTES) foram lavadas trés vezes com agua
ultrapura, como descrito anteriormente (CABRERA et al., 2017). Os sistemas MNPs e MNPs-
APTES foram caracterizados por analise de potencial zeta para avaliar a carga superficial das
MNPs. Essa anélise foi realizada em TA no equipamento NanoZS (Malvern Instruments), apos

separagao magnética, com ressuspensdo da amostra em agua ultrapura (pH 6,0).

4.3 Preparacao e Caracterizagédo Fisico-Quimica das BNPs

Os sistemas foram preparados seguindo a metodologia proposta por Cabrera et al.,
(2017) com adaptacbes (Figura 17), sendo realizada a ativagdo dos grupos carboxilicos
fornecidos pelo AMS da superficie dos PQs (1 mL) com EDC (0,5 mL, 4,4 mg-mL™) e NHS

(0,5 mL, 5,5 mg-mL1). Posteriormente a ativacéo, foi preparado 1 mL da suspensdo de MNP-
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APTES na concentragéo de 0,1 pmol-L™ (apés a diluicdo da solugdo mae em 1,92 vezes) e esse
volume foi adicionado aos PQs. O sistema BNPs final permaneceu sob agitacdo magnética por
aproximadamente 16 h (overnight) e, posteriormente foi armazenado a 4 °C. Foram avaliadas
concentragbes de 0,8 e 1,6 umol-L™ na preparacio das BNPs, as quais também foram
caracterizadas opticamente e por analise de potencial zeta seguindo procedimentos descritos
nos topicos 4.1 e 4.2.

Figura 17 - Esquema da preparacéo das nanoparticulas bimodais (BNPs) constituidas por pontos
quénticos (PQs) e nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (MNPs)

N

1mL
Agua milli-Q (FD =1:1,92)
MNPs-APTE
APTES @ MNPs-APTES
500 uL de EDC @
(4,4 mg/mL) [ ]
= -
Agua Milli-Q
PQs (F|:1) ::':3) 500 uL de NHS

(5,5mg/mL)

@

Fonte: o autor (2022).

BNPs

4.4 Preparacao e Caracterizagdo Fisico-Quimica das BNPs-rhMBL

Inicialmente, foram sintetizados dois sistemas contendo concentracGes diferentes de MBL
recombinante (rhMBL, Enzon Pharmaceuticals). Para isto, um ima de NdFeB foi utilizado para
concentrar em trés vezes o volume das BNPs preparadas anteriormente. Para a preparacdo dos
nanossistemas multimodais (Figura 18) baseados narhMBL, foram testadas duas concentracfes
de lectina, utilizando a proporgdo de 1:20 e 1:10 (solugdo de rhMBL a 1 mg-mL™ : BNPs
concentradas) para formar nanossistemas com a concentragio de 50 pg-mL?* (BNPs-rhMBL-
50) e 100 pg-mL* da lectina (BNPs-rhMBL-100). O processo de conjugagdo seguiu sem nova
adicdo de agentes de acoplamento, visto que 0s grupos carboxilicos dos PQs ja estavam ativos
desde o processo de sintese das BNPs. Ambas as preparacGes permaneceram sob agitacao por

2 h a TA num Mini Rotator Bio RS-24 (BioSan). Os nanossistemas preparados foram entdo
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armazenados a 4 °C até o momento de serem usados, 0 que aconteceu pelo menos 4 dias apos
0 processo de conjugacdo da lectina. Foi também realizada a caracteriza¢do dos sistemas por

espectroscopia de emissao e potencial zeta, conforme ja descrito anteriormente.

Figura 18 - Esquema da preparacdo das BNPs-rhMBL-50 e BNPs-rhMBL-100. Ambas preparacdes
ocorreram de forma semelhante, sendo a diferenca entre elas o volume de rhMBL adicionada as
nanoparticulas bimodais (BNPs)
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Sobrenadante /]
Retirada do

Sobrenadante @

BNPs @ 50 uL darhMBL
- [ ]

3mL 1 mgimL
||

> 7/

100 uL darhMBL

Separacao =
Magnética @

900 uL do
Sobrenadante
BNPs-rhMBL-100

Fonte: o autor (2022).
4.5 - Cultura Celular e Marcacéo de C. albicans

Foram utilizadas suspens@es de C. albicans para avaliar a interagdo bioldgica dos
nanossistemas. A alta quantidade de manose na parede celular deste fungo possibilita o seu uso
como um importante modelo biolégico na avaliacdo de nanossistemas produzidos com a
rhMBL, visto que ela tem afinidade por este carboidrato (TENORIO et al., 2015). As células
de C. albicans (ATCC — 10231) foram cultivadas em meio Sabouraud por 24 h, a 37 °C. Em
seguida, um volume de 200 pL da suspensdo celular com densidade Optica (em 540 nm)
ajustada para aproximadamente 0,970 foi lavado por centrifugacdo (775 x g, por 30 s) e
ressuspendido em solugéo salina 0,9% enriquecida com célcio (1 mmol-L), uma vez que a
rhMBL é uma lectina calcio-dependente (LIMA et al., 2022). Previamente a cada interagdo com
as celulas, as terminacdes carboxilicas dos sistemas foram bloqueadas utilizando TRIS base

(0,1 mol-LY), por 2 h, para evitar interacdes ndo especificas. As suspensdes celulares foram
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incubadas com os conjugados (BNPs-rhMBL-50 e BNPs-rhMBL-100) na proporc¢édo de 1:1
(25:25 pL), por 15 min, a TA.

Os sistemas foram centrifugados (775 x g, por 30 s) e, ressuspendidos em 100 pL da
solucéo salina 0,9% enriquecida com célcio (1 mmol-L™) novamente, para preservar a interago
do sistema multimodal aos carboidratos da superficie celular de C. albicans. A marcag&o celular
foi avaliada quantitativamente por citometria de fluxo (BD Accuri™ C6, Becton Dickinson). A
fluorescéncia nas células foi excitada em 488 nm e avaliada no filtro FL4 (675/25 nm) com a
obtencdo de 20.000 eventos e subsequente analise da porcentagem de marcacéo.

Para confirmar a especificidade do nanossistema que apresentou o melhor resultado de
marcacdo, dois ensaios complementares foram realizados: (i) uma solucéo salina a 0,9% sem
calcio foi utilizada como tampéo de ressuspensdo das células na incubacdo com as BNPs-
rhMBL e (ii) o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA — 0,2 mmol-L?), um quelante de
calcio, foi adicionado ao tampé&o de ressuspensdo celular (solucédo salina 0,9% enriquecida com
calcio), removendo os ions calcio necessarios para a interagdo da rhMBL com os carboidratos
de superficie da C. albicans, antes do nanossistema ser adicionado a meio.

Todos os ensaios foram realizados pelo menos em triplicata. Nos ensaios de
confirmacéo da especificidade no nanossistema foram mantidas as mesmas condi¢des de tempo
e temperatura de incubagdo utilizadas anteriormente. As células, ap6s incubagdo em meio
contendo EDTA ou salina 0,9%, foram centrifugadas (775 % g, por 30 s) e, ressuspendidas em
100 pL de seus respectivos tampdes de ressuspensdo utilizados previamente a incubacéo, para
preservar assim as condicGes do ensaio. A analise da marcacdo celular foi realizada por

citometria de fluxo, segundo procedimento ja descrito.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacio Optica dos PQs

As caracterizacOes Opticas da suspensdo aquosa dos PQs de CdTe sintetizados indicaram
um primeiro maximo de absor¢do em A = 578 nm, e um pico maximo de emissdao em A = 613
nm. O espectro de emissdo mostrou-se estreito com uma FWHM de 56 nm, bem como-indicou
a presenca de poucos defeitos na superficie dos nanocristais sintetizados (Figura 19). Utilizando
a Eq. 1, proposta por Dagtepe et al. (2007), estimou-se um diametro para 0s nanocristais de
aproximadamente 3,3 nm. Levando em consideracdo o didmetro estimado, o primeiro maximo
de absorcéo e a Eq. 2 proposta por Yu et al. (2003) para o calculo do coeficiente de extingao
molar de nanocristais de CdTe, a concentracdo dos PQs encontrada foi de 4,8 pmol-L™.

Figura 19 - Espectro de absorgdo (linha tracejada) e espectro de emisséo (linha continua) dos PQs de

CdTe. No espectro de emissdo, 0s nanocristais foram excitados em 488 nm
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Fonte: o autor (2022).

5.2 Caracterizacio Optica das BNPs e BNPs-rhMBL

Dentre as duas preparac6es de BNPs sintetizadas foi possivel observar que o sistema na
propor¢do 1:16 (MNPs:PQs) mostrou-se 0 mais promissor, uma vez que preservou a

propriedade fluorescente por até dois meses. Ja o sistema bimodal na proporcao de MNPs:PQs



49

igual a 1:8 manteve-se fluorescente por apenas duas semanas. Dessa forma, o sistema bimodal
com maior nimero de PQs por MNPs (1:16) foi o escolhido para conjugar a lectina. A partir de
agora a abreviacdo BNPs fara apenas referéncia a essa proporcéao (1:16) de MNPs e PQs.
Apos a selecdo do melhor sistema bimodal, foi realizada a analise do espectro de
absorcdo do sobrenadante ap6s a lavagem e posterior ciclos de centrifugacdo (um e dois)
posteriores a separacdo magnetica. A Figura 20 compara o perfil do espectro de absor¢do de
uma suspensao de PQs livres (na concentracao aplicada no sistema bimodal) com as amostras
apos o processo de lavagem com o objetivo de avaliar se haveria PQs livres ap0s a conjugacéo.
Nas amostras do sobrenadante pode-se observar que a absorbancia do primeiro maximo
diminuiu ca. 5 vezes indicando uma conjugacéo efetiva, visto ca. 80% dos PQs estariam ligados

na superficie das nanoparticulas magnéticas.

Figura 20 - Espectro de absorcao de uma suspensdo de PQs (na mesma dilui¢do do sistema bimodal) e
dos sobrenadantes (Sb.) das nanoparticulas bimodais (BNPs) ap6s um ou dois ciclos de centrifugacéo
posteriores a separa¢cdo magnética
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Fonte: o autor (2022).

Posteriormente a preparacdo das BNPs, foi possivel observar sob a luz UV uma
diferenga visual na fluorescéncia emitida pelas BNPs quando comparadas com a suspensao mée
de PQs. A Figura 21a, ilustra a fluorescéncia amarelada-alaranjada emitida pelos PQs sozinhos,
em contraste com a fluorescéncia emitida pelas BNPs (Figura 21b), que estd na regido do
vermelho. Esta alteracdo visual da emissao de fluorescéncia indica uma alteracdo da superficie

dos PQs provavelmente atribuida ao processo de conjugacdo com as MNPs de 6xido de ferro.
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Chamado de redshift, este fendmeno pode ser associado a uma conjugacgéo efetiva de PQs a
(bio)moléculas e outras NPs (CABRAL FILHO et al., 2016; CABRERA et al., 2017).

Figura 21 - Fluorescéncia dos (a) PQs sozinhos, (b) BNPs e ¢) BNPs-rhMBL-100 sob a luz UV. Na
ilustracdo c), o sistema multimodal também esté sendo atraido pelo ima de neodimio (NdFeB)

Fonte: o autor (2022).

Figura 22 - Espectro da emissdo (normalizado) da suspensdo mae de PQs e dos nanossistemas
preparados. Pode se observar o efeito red shift em todos os nanossistemas 6ptico-magnéticos de forma
semelhante, quando comparados com a suspensdo mae de PQs de CdTe. No espectro de emissdo, 0s
sistemas foram excitados em 488 nm
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Fonte: o autor (2022).

Esse redshift espectral também foi observado nos espectros de emissdo dos
nanossistemas bimodais (Figura 22). Através da comparacdo dos espectros de emisséo
normalizados da suspensdo mée de PQs com os das BNPs, foi possivel observar um redshift de
aproximadamente 20 nm. Esse resultado sugere que houve conjugacdo dos PQs as MNPs-

APTES. Com relacdo aos sistemas multimodais (Figura 22), ndo houve deslocamento espectral
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em relacdo as BNPs, assim como visualmente observado na Figura 21c para o sistema BNPs-
rhMBL-100. Um comportamento espectral semelhante foi observado no trabalho de Cabral
Filho e colaboradores, (2018), no qual também ndo foram observadas alteracdes no
comprimento de onda maximo da emissao apos a conjugacdo das BNPs com a transferrina. A
Figura 21c também ilustra o sistema BNPs-rhMBL-100 sendo atraido pelo im& de neodimio
(NdFeB), ilustrando o comportamento magnético da nanossonda multimodal.

5.4 Anélise do Potencial Zeta ()

A Tabela 1 apresenta 0s resultados do { para as MNPs puras ¢ MNPs-APTES e
indicaram que a funcionalizacdo com APTES foi efetiva, pois houve uma mudanca na carga
superficial das MNPs de um valor negativo ({ = - 23,0 mV), para um valor positivo nas MNPs-
APTES ({ =+ 22,7 mV). Portanto, as cargas positivas indicam a presenga de grupos amina na
superficie das MNPs-APTES. Por outro lado, quando as MNPs-APTES foram conjugadas com
os PQs carboxilados de CdTe, este novo nanossistema apresentou { negativo ({ = - 26,6 mV),
indicando uma conjugacdo eficiente. Neste caso, as cargas negativas vém dos grupos
carboxilicos pertencentes ao AMS na superficie dos PQs. De acordo com a literatura quando o
C é proximo ou superior a 20 mV (em maodulo), os nanossistemas podem ser considerados
coloidalmente estaveis (CABRERA et al., 2017).

Tabela 1 - Resultados da medicéo do potencial zeta (média e desvio padrdo) das MNPs puras, dos
MNPs-APTES, BNPs e BNPs-rhMBL-50 e BNPs-rhMBL-100.

Nanossistema Potencial Zeta (mV)
MNPs -23,0+5,0
MNPs-APTES +22,7+47
BNPs -26,6 £4,1
BNPs-rhMBL-50 -16,2+5,8
BNPs-rhMBL-100 -11,8+4,.2

Fonte: o autor (2022).

Quanto as BNPs-rhMBL, observou-se que com a conjugacdo da proteina na superficie
das BNPs, houve um aumento de aproximadamente 10 mV na carga superficial. Este resultado
pode ser atribuido tanto a presenca de residuos de aminodcidos positivos na superficie da
proteina, como também pela ligacéo da proteina nos grupos carboxilicos negativos na superficie
dos PQs dos nanossistema, atraves dos agentes de acoplamento. Tambem se observa que este

aumento na carga superficial das BNPs-rhMBL é dependente da concentracao da lectina, pois
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houve um aumento no ¢ quando a quantidade desta proteina foi maior (LIMA et al., 2022).

5.5 Marcacéo de C. albicans

A primeira etapa das marcagdes celulares de C. albicans foi executada segundo 0s
parametros indicados anteriormente e os resultados obtidos apds a anélise de citometria de fluxo

estdo organizados na Tabela 2 e Figura 23.

Tabela 2 - Percentual de marcacgéo celular e mediana de intensidade de fluorescéncia (MIF) dos
nanossistemas BNPs-rhMBL-50 e - BNPs-rhMBL-100 (média e erro padrdo). Em ambas as
marcacoes, foi utilizada solucéo salina 0,9% com ions Ca*?a 1 mmol-L*

Nanossistema Marcacéo (%) Mediana de Intensidade de Fluorescéncia (MIF) (u. a.)
BNPs-rhMBL-50 74,1+57 8.187,7 £ 1868,7
BNPs-rhMBL-100 86,0+£4,9 14.382,3 + 2.687,0

Fonte: o autor (2022).

Figura 23 - Histogramas representativos da analise por citometria de fluxo das células de C. albicans
incubadas com os nanossistemas BNPs-rhMBL-50 (a) e BNPs-rhMBL-100 (b) em solugéo salina a
0,9% enriquecida com ions Ca?* a 1 mmol-L. O controle foi ajustado para marcacéo de 1%.
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Fonte: o autor (2022).

A primeira etapa das marcacdes celulares teve 0 objetivo de avaliar a capacidade dos
nanossistemas multimodais de marcar as células de C. albicans em condicdes favoraveis a
interacdo da proteina (rhMBL) presente na superficie do nanossistema com os carboidratos da
superficie na parede celular da levedura. Ambos 0s sistemas apresentaram potencial, mas as
BNPs-rhMBL-100 apresentaram maior MIF e percentual de marcacdo, e também um

histograma mais homogéneo. Dessa forma, o sistema BNPs-rhMBL-100 foi entdo escolhido



53

para seguir com os estudos de especificidade na marcacdo de C. albicans. Histogramas
representativos desses ensaios podem ser visualizados na Figura 24.

Figura 24 - Histogramas representativos da marcacdo de C. albicans em meio com solugdo salina
0,9% (a) ou meio enriquecido com fons Ca*?2a 1 mmol-L* e EDTA a 0,2 mmol-L* (b). O controle foi
ajustado para marcagéo de 1%.

[e=] [e=)

=1 o

) &

| a) 28,0% | b) 0,3%
o (=]

£ 84 g 81

Bl — B =

3 3

= =

(=] (=}

U o | U o I |
O | 2 Fr--TTTT-=—~ {
< AL | L T T T T S | 1 TTIN T T T T

101 102 10° 10* 105 106 10! 102 103 10* 105 106
FL4-H FL4-H

Fonte: o autor (2022).

A Figura 24a revela uma diminuicdo no percentual médio de marcacgéo celular quando
o meio escolhido para a incubagdo ndo foi enriquecido com Ca?* (25,9 + 6,0%). Esse perfil
pode ser explicado pela auséncia do ion Ca?* no meio utilizado, evidenciando assim que no
ensaio anterior, a marcacao celular do nanossistema multimodal era devido a interacéo entre 0s
carboidratos presentes na superficie celular de C. albicans e a rhMBL do nanossistema (BNPs-
rhMBL). J& era esperado que houvesse uma diminui¢do no percentual de marcacgdo celular
frente a estas condigdes, visto que o Ca?* é um cofator enzimatico para a interagdo da rhMBL
com os carboidratos que tem afinidade (HARDISON; BROWN, 2012; LIMA et al., 2022). A
Figura 24b mostra também uma baixa marcagdo celular em meio suplementado com EDTA
(0,3 £ 0,0%). Este resultado corrobora com o descrito acima em relacdo a dependéncia da
atividade da rhMBL com o ifon Ca?", visto que o0 EDTA é um agente quelante de Ca?*. Um
resultado semelhante foi reportado por Lima et al. (2022), que também observaram uma
diminuicdo consideravel da marcacdo celular dos conjugados PQ-rhMBL na auséncia de ions
Ca2*. Vale mencionar, que a presenca do EDTA n&o afetou a propriedade fluorescente do
nanossistema (BNPs-rhMBL), uma vez que apds adicdo do agente quelante e na presenca de
uma lampada UV (365 nm) foi possivel observar a fluorescéncia do BNPs-rhMBL.

Até onde sabemos, este é o0 Unico estudo que descreve a associacdo de MNPs, PQs e
MBL. Lima et al. (2022) desenvolveram um conjugado a partir de PQs e rhMBL (PQ-rhMBL)

com resultados satisfatorios (perto de 100%) para a marcacdo de células de C. albicans.
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Considerando a complexidade dos nanossistemas multimodais desenvolvidos neste estudo e
uma marcacdo celular promissora quando comparada com o trabalho de Lima et al. (2022), é
possivel suportar que o sistema BNPs-rhMBL apresenta potencial de marcacdo/deteccdo por
fluorescéncia, e ainda se pode também usufruir das propriedades magnéticas destes
nanossistemas possibilitando sua separagdo. Assim, a nanossonda BNPs-rhMBL pode

proporcionar novos caminhos e alternativas para estudos em glicobiologia.
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6 CONCLUSAO

e Foram sintetizados PQs de CdTe estabilizados com AMS que apresentaram estabilidade
coloidal e intensa fluorescéncia.

e Foram sintetizadas MNPs tipo magnetita que foram funcionalizadas efetivamente com
0 agente silano APTES, conferindo estabilidade coloidal e capacidade de conjugacao
por meio de grupos amina.

e Os PQs foram eficientemente conjugados as MNPs-APTES, formando um nanossistema
bimodal optico-magnético.

e Foram preparadas nanoplataformas éptico-magnéticas multimodais que apresentaram
intensa fluorescéncia e resposta magnética.

e As BNPs-rhMBL apresentaram potencial de marcagéo fluorescente ao interagir com
celulas de C. albicans, utilizadas como modelo.

e O nanossistema com maior quantidade de rhMBL apresentou marca¢do mais intensa
das leveduras e especificidade, comprovada através de ensaios em meios sem jons Ca?*.

e A nanossonda Optico magnetica desenvolvida baseada na rhMBL apresenta grande
potencial para estudos glicobioldgicos, possibilitando andlise por fluorescéncia e

separac¢do bioldgica.
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