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Introducao |

Nanoparticulas de Y,Os:Er,Yb ! exibem o processo
de conversdo ascendente e apds serem recobertas
com silica aminofuncionalizada®® podem ser
aplicadas como marcador na deteccdo de antigenos
ou anticorpos®. A avidina-biotina é o sistema de
auto-reconhecimento mais empregado, onde se
conjuga o marcador com avidina e o antigeno ou
anticorpo é biotinilado®. No entanto é necessario um
agente de ligacéo cruzada® (crosslinker) para efetuar
a conjugacdo, sendo o0 mais utilizado o
glutaraldeido, de natureza homobifuncional. Neste
trabalho foi investigada a conjugacao do luminéforo
com a proteina albumina, devido ao alto custo da
avidina, utilizando o crosslinker heterobifuncional
EDC, 1N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
para avaliacdo de sua viabilidade no protocolo
desenvolvido.

Resultados e Discussao |

A solugdo de albumina 1 mg/mL adicionou-se
solucdo do crosslinker EDC em concentracdo
estequiométrica com a quantidade de grupos
carboxila presentes na albumina’ e deixado reagir
por 2 h a temperatura ambiente. Paralelamente,
uma massa conhecida do luminéforo funcionalizado

— Sistema conjugado Lumin6foro
AN aminofuncionalizado (RCS2)-albumina

Sistema conjugado
albumina-EDC

— EDC puro

Absorbancia (u. a.)

Albumina pura

AN

Jo—
Luminéforo aminofuncionalizado

[ . (RCS2) em tampdo PBS

| \
= T —~ T T T 1
200 220 240 260 280 300 320 340

Comprimento de onda (nm)
Fig.1- Espectros UV-vis do luminoforo

aminofuncionalizado em tampéo PBS, albumina pura,
EDC puro, sistema conjugado EDC-albumina, sistema
conjugado luminéforo aminofuncionalizado-albumina.
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foi suspensa em 1 mL de tampdo PBS 0,01 mol/L
em ultra-som e adicionada ao conjugado EDC-
albumina, permanecendo em reagdo por 2 h a
temperatura ambiente. Seguiu-se a etapa de
lavagem por centrifugacdo, 3 vezes com tampdao
PBS 0,01 mol/lL, para eliminar excesso do
crosslinker. Todas as etapas foram monitoradas por
espectroscopia no UV-vis para avaliacdo da
eficiéncia do método, Fig. 1.

Conclusdes |

Na Fig. 1 observam-se deslocamentos de bandas
dos reagentes puros em relacdo ao sistema
conjugado final. No sistema conjugado luminéforo-
albumina h& duas bandas: em 204 e 271 nm. A
primeira esta deslocada para um comprimento de
onda maior se comparada a albumina pura e ao
conjugado EDC-albumina. J4 em relacdo ao EDC
puro, o deslocamento se da para um comprimento
de onda menor. A segunda banda evidencia um
deslocamento para um comprimento de onda menor
em relacdo a albumina pura. O EDC néo apresenta
banda nessa regido e no sistema EDC-albumina, o
deslocamento é para um comprimento de onda
maior. Desta forma, estes deslocamentos com
relacdo aos sistemas antes da conjugacdo indicam
que o crosslinker utilizado é adequado ao protocolo
desenvolvido e, portanto pode ser aplicado em
futuras conjugacBes das nanoparticulas com a
proteina avidina e investigacdo da sua eficiéncia de
auto-reconhecimento com a biotina.
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