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RESUMO 

 

 

Os pontos quânticos ou quantum dots (QDs) são nanocristais fluorescentes de 

semicondutores com propriedades ópticas únicas, tendo como principais vantagens: (1) 

alta resistência à fotodegradação, possibilitando o acompanhamento de eventos 

biológicos em tempo real e, (2) superfície ativa, permitindo a conjugação a 

biomoléculas que vão propiciar especificidade às marcações, além de possibilitar 

também sua ligação a outras nanopartículas. Com isso, é possível quantificar uma 

variedade de biomoléculas em células e tecidos e desenvolver nanossondas bimodais 

(magnético-fluorescentes) baseadas em QDs. O desenvolvimento de nanopartículas 

bimodais pode aliar as vantagens das técnicas baseadas em fluorescência com as de 

imagem por ressonância magnética (IRM). Entretanto, a obtenção de sondas bimodais é 

ainda um desafio, pois durante a conjugação devem ser mantidas as propriedades 

fluorescentes e magnéticas das nanopartículas, e com isso ainda há poucos trabalhos que 

façam aplicações em sistemas biológicos. O objetivo desta tese se caracteriza pelo 

desenvolvimento de sondas com propriedades multimodais baseadas em QDs de 

Telureto de Cádmio (CdTe) associadas a nanopartículas magnéticas de óxido de ferro 

como marcadores sítio-específicos em células cancerígenas. Inicialmente os QDs foram 

conjugados covalentemente à transferrina (Tf) [QDs-Tf] para a quantificação específica 

de seus receptores (TfRs) em células HeLa e em duas linhagens de glioblastoma (U87 e 

DBTRG). Através de ensaios de saturação do TfR, foi possível inferir sobre a taxa de 

renovação deste receptor nessas células. Os resultados mostraram que as células HeLa e 

as DBTRG possuem uma maior quantidade do TfR quando comparadas às U87. As 

DBTRG apresentaram maior taxa de renovação do TfR, quando comparadas aos outros 

dois tipos, demonstrando que os conjugados QDs-Tf são potenciais ferramentas para o 

estudo da biologia celular do câncer. Posteriormente, nanossondas bimodais (QDs-

MNPs), baseadas em QDs associados a nanopartículas magnéticas de óxido de ferro, 

foram obtidas por conjugação covalente. De acordo com as caracterizações, QDs-MNPs 

mantiveram suas propriedades ópticas e magnéticas e apresentaram-se como potenciais 

sondas inespecíficas para fluorescência e para aquisição de imagens por RM ponderadas 

em T2 (tempo de relaxação nuclear transversal). A conjugação prévia dos QDs a Tf, 

além de fornecer informações sobre a biologia do câncer, auxiliou também na 

padronização da marcação específica do TfR em células cancerígenas e no 

estabelecimento de protocolos de conjugação das sondas bimodais a Tf. Por fim, as 

QDs-MNPs foram conjugadas covalentemente a Tf e essa nova sonda multimodal 

[(QDs-MNPs)-Tf] reconheceu especificamente os TfR em células HeLa. As 

caracterizações indicaram que o sistema multimodal não apresentou alteração 

significativa nas propriedades ópticas e exibiu uma maior relaxividade transversal (r2), 

se mostrando igualmente potencial sonda para análise por fluorescência e IRM 

ponderada em T2. Neste trabalho foram obtidas nanossondas promissoras para serem 

aplicadas na compreensão da biologia celular do câncer, além de auxiliar em métodos 

diagnósticos e terapêuticos para essa doença. 

 

Palavras-chaves: quantum dots, transferrina, sistemas bimodais, receptor.



 

 

 

 

ABSTRACT 

 

 

Quantum dots (QDs) are fluorescent semiconductor nanocrystals with unique optical 

properties, which have as major advantages: (1) the high resistance to photobleaching, 

making possible to monitor biological events in real-time and, (2) active surface, 

allowing the conjugation not only with biomolecules for specific labeling, but also to 

other nanoparticles. Thus, it would be possible to quantify a variety of biomolecules in 

cells and tissues, as well as to develop bimodal nanoprobes (fluorescent-magnetic) 

[BNPs] based on QDs. The development of BNPs can help to combine the advantages 

of the fluorescence with the resonance magnetic imaging techniques. However, the 

preparation of bimodal probes can still be considered a challenge, since the fluorescent 

and magnetic nanoparticles’ properties need to be preserved after conjugation. 

Therefore, there are still few works applying BNPs in biological studies. The aim of this 

thesis was to develop nanoprobes, with multimodal properties, based on cadmium 

telluride (CdTe) QDs conjugated with iron oxide magnetic nanoparticles (MNPs), for 

site-specific labeling in cancer cells. For this, initially, QDs were covalently coupling to 

transferrin (Tf) [QDs-Tf] and used to quantify the transferrin receptor (TfRs) in HeLa 

cells as well as in two glioblastoma lines (U87 and DBTRG). Furthermore, by a TfR 

saturation assay, it was possible to study the recycling rate of this receptor in cells 

studied. The results showed that HeLa and DBTRG cells present a higher amount of 

TfRs when compared to U87. DBTGR showed a higher TfR recycling rate, when 

compared to the other two lineages, demonstrating that QDs-Tf conjugates are potential 

tools to study the cancer cell biology. BNPs, based on the conjugation of QDs with 

MNPs (QDs-MNPs), were obtained by covalent coupling. According to 

characterizations, the BNPs remained with their optical and magnetic properties 

preserved and showed to be potential unspecific probes for fluorescence analysis and for 

T2-weighted magnetic resonance imaging (MRI) acquisition. The conjugation of QDs to 

Tf, performed previously, was a valuable step not only to provide us information about 

the biology of cancer cells, but also for the standardization of TfR specific labeling and 

the establishment of protocol to conjugate the BNPs with Tf. Therefore, QDs-MNPs 

were also covalently coupling to Tf and this new multimodal nanotool [(QDs-MNPs)-

Tf] was also able to recognize specifically TfRs in HeLa cells. The multimodal 

nanosystems presented their fluorescent properties practically unchanged and also 

exhibited a higher transversal relaxivity (r2), when compared to bare BNPs, showing 

likewise potential to be used for fluorescence and T2-weighted MRI analyses. In this 

work, it was developed promising nanoprobes, able to be applied for the cancer cell 

biology comprehension, and with potential for helping in the improvement of diagnostic 

and therapeutic methods for this disease. 

 

 

Keywords: quantum dots, transferrin, multimodal systems, receptor. 
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SPIONs Nanopartículas magnéticas de óxido de ferro superparamagnéticas 

TGA Ácido Tioglicólico 

Sulfo-NHS N-hidroxisulfosuccinimida 

T1 Tempo de relaxação longitudinal 

T2 Tempo de relaxação transversal 

Tf Transferrina 

YFP Proteína fluorescente amarela 

r1 Relaxividade longitudinal 

r2 Relaxividade transversal 

 



 

 

 

LISTA DE SÍMBOLOS E UNIDADES 

 

nm Nanômetro 

m Metro 

Eg band gap de energia 

Ev Elétron-volt 

H Constante de Planck 

 Frequência da luz 

λ Comprimento de onda 

a0 Raio de Bohr 

Å Angstron 

kDa Kilodaltons 

V Volts 

µM Micromolar 

u.a. Unidades arbitrárias 

  



 

 

SUMÁRIO 
 

1 INTRODUÇÃO ......................................................................................................... 19 

2 OBJETIVOS .............................................................................................................. 23 

2.1 OBJETIVO GERAL ............................................................................................. 23 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ............................................................................... 23 

3 REFERÊNCIAL TEÓRICO .................................................................................... 24 

3.1 LUMINESCÊNCIA ............................................................................................. 24 

3.1.1 Fotoluminescência ....................................................................................... 24 

3.2 PONTOS QUÂNTICOS OU QUANTUM DOTS (QDs) ..................................... 27 

3.2.1 Fundamentos ................................................................................................ 27 

3.2.2 Síntese coloidal ............................................................................................ 33 

3.2.3 Aplicações biológicas .................................................................................. 35 

3.3 IMAGEM POR RESSONÂNCIA MAGNÉTICA (IRM) ................................... 40 

3.4 SONDAS BIMODAIS BASEADAS EM QUANTUM DOTS ............................. 44 

3.4.1 Quantum dots e nanopartículas de óxido de ferro ....................................... 45 

3.4.1.1 Técnicas de conjugação e aplicações de QDs-SPIONs ............................ 47 

3.5 TRANSFERRINA ................................................................................................ 50 

4 ARTIGO PUBLICADO ............................................................................................ 67 

5 ARTIGO A SER SUBMETIDO AO “JOURNAL OF MATERIALS CHEMISTRY 

B” ................................................................................................................................... 75 

6 ARTIGO A SER SUBMETIDO À REVISTA “COLLOIDS AND SURFACES B: 

BIOINTERFACES” ...................................................................................................... 97 

7 CAPÍTULO DE LIVRO SUBMETIDO A “ENCYCLOPEDIA OF 

NANOSCIENCE AND NANOTECHNOLOGY” ...................................................... 120 

8 CONCLUSÕES GERAIS ....................................................................................... 148 

9 PERSPECTIVAS ..................................................................................................... 150 

ANEXO A .................................................................................................................... 151



 

 

ANEXO A – ARTIGO PUBLICADO EM PARALELO ............................................ 152 

ANEXO B .................................................................................................................... 157 

ANEXO B – TEMPLATE PARA FORMATAÇÃO DO ARTIGO A SER 

SUBMETIDO PARA A REVISTA “JOURNAL OF MATERIALS CHEMISTRY B” 158 

ANEXO C .................................................................................................................... 159 

ANEXO C – TEMPLATE PARA FORMATAÇÃO DO ARTIGO EM PREPARAÇÂO 

PARA A REVISTA “COLLOIDS AND SURFACES B: BIOINTERFACES” ............ 160 

 

 



19 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Um dos objetivos fundamentais em biologia é entender a complexa interação de 

biomoléculas tanto a nível celular quanto em organismos inteiros. Para estudar essas 

interações, pesquisadores comumente utilizam a fluorescência, pois técnicas de análise 

baseadas nesse fenômeno são altamente sensíveis, apresentam especificidade 

bioquímica e permitem o acompanhamento da dinâmica dos eventos biológicos em 

tempo real, além da quantificação e visualização da distribuição de biomoléculas na 

superfície ou no interior das células (Giepmans et al., 2006). No entanto, para que 

determinadas estruturas biológicas possam ser estudadas, é necessária a utilização de 

marcadores fluorescentes, pois através da conjugação destes as biomoléculas de 

reconhecimento advém a especificidade bioquímica (por exemplo: os reconhecimentos 

antígenos-anticorpos ou proteínas-receptores). Além disso, alguns marcadores 

fluorescentes possuem especificidade química por alguma região específica na célula. 

Dessa forma, estes marcadores propiciam uma maior sensibilidade às técnicas de 

análises baseadas em fluorescência. Por essa razão, a aplicação eficiente dessas técnicas 

está intrinsecamente relacionada à ação do fluoróforo empregado. 

Os nanocristais fluorescentes de semicondutores, chamados de pontos quânticos ou 

quantum dots (QDs) estão cada vez mais ganhando espaço frente aos tradicionais 

corantes orgânicos luminescentes. Isso se deve a algumas vantagens fundamentais 

apresentadas pelos QDs, tais como: (1) sintonização da fluorescência com o tamanho, 

assim um QD de mesma composição química pode emitir em diferentes regiões do 

espectro eletromagnético em função apenas do seu tamanho; (2) QDs apresentam 

estreitos espectros de emissão, que permitem múltiplas marcações simultâneas; (3) o 

efeito de fotodegradação da fluorescência é cerca de 100 vezes menor nos QDs do que 

nos corantes orgânicos, permitindo que amostras sejam expostas à luz e os estudos 

biológicos possam ser monitorados em tempo real; (4) QDs são eletrodensos, 

permitindo sua localização por microscopia eletrônica e (5) QDs possuem uma 

superfície ativa permitindo conjugações com moléculas ou até mesmo outras 

nanopartículas (Bruchez et al., 1998; Chan, W. C. W. e Nie, S., 1998; Santos et al., 

2008; Santos, B. S. et al., 2008; Wegner e Hildebrandt, 2015).  

QDs conjugados a biomoléculas para reconhecimento específico vêm sendo cada 

vez mais aplicados para: aquisição de imagens in vitro de células e tecidos; aquisição de 
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imagens in vivo de pequenos animais (ratos e camundongos), o diagnóstico do câncer e 

outras doenças, biodetecção por imunoensaios, biossensores, estudos por citometria de 

fluxo e, até mesmo em terapia fotodinâmica (Yaghini et al., 2009). Além disso, 

recentemente tem surgido também a associação de QDs a outros sistemas com a 

finalidade de se gerar nanopartículas bimodais com propriedades ópticas e magnéticas 

(Jin et al., 2008; Stasiuk et al., 2011; Shen et al., 2012). Dentre os sistemas 

paramagnéticos/superparamagnéticos mais utilizados para esse fim, estão os quelatos 

contendo íons paramagnéticos, como o gadolínio (Gd
3+

) os quais geram imagens 

ponderadas em T1, e as nanopartículas de óxido de ferro que geram imagens ponderadas 

em T2 (Etgar et al., 2007; Liu, X. et al., 2010; Geszke et al., 2011). Além da aplicação 

clássica como agentes de contraste (AC) para aquisição de imagens por ressonância 

magnética (IRM), as nanopartículas de óxido de ferro também podem ser utilizadas para 

biosseparação, para biorreatores baseados em enzimas digestivas e também para terapia 

por hipertermia (Wang et al., 2004; Wang et al., 2010; Shen et al., 2012). 

A técnica de IRM é baseada nos princípios da ressonância magnética nuclear 

(RMN) e, sendo assim, as imagens são obtidas a partir da resolução espacial dos sinais 

RMN dos prótons (
1
H) das moléculas de água existentes nos tecidos, obtidas por uso de 

gradientes de campo magnético, na qual a intensidade dos elementos de imagem 

(―voxels‖) depende, entre outros parâmetros, da densidade local de prótons e 

principalmente dos tempos de relaxação (longitudinal e transversal) do spin nuclear (T1 

e T2, respectivamente). Os tempos de relaxação do spin nuclear refletem a mobilidade 

local das moléculas de água presentes nos tecidos e são afetados pela vizinhança 

permitindo assim visualizar e distinguir as variadas estruturas presentes nos organismos 

vivos (Merbach et al., 2013). O papel principal dos ACs na IRM é potencializar a 

diferença entre as intensidades das imagens de estruturas patológicas e normais, ou seja, 

melhorar o contraste entre as mesmas. Essa capacidade dos ACs é consequência da 

diminuição dos tempos de relaxação T1 e/ou T2 dos prótons das moléculas de água que 

estão à sua volta (Caravan et al., 1999; Geraldes, C. F. e Laurent, S., 2009). 

O crescente interesse nessas nanopartículas híbridas (magnéticas e fluorescentes) 

surge devido às suas propriedades complementares que podem suprir as respectivas 

deficiências de cada uma, potencializando sua aplicação não só para imagenologia, para 

fins de compreensão de processos biológicos e diagnóstico, como até mesmo em 

terapia. Dessa forma, o desenvolvimento e a utilização dessas nanopartículas bimodais 

poderão, por exemplo, permitir: (1) a localização de moléculas alvos, através da 
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aquisição de imagens em tempo real com especificidade bioquímica propiciada pela 

fluorescência, associada à localização espacial, rica em detalhes anatômicos realçados, 

fornecidos pela IRM, especialmente para ensaios in vivo; (2) o monitoramento, através 

das propriedades fluorescentes, da terapia por hipertermia gerada através das 

propriedades magnéticas das nanopartículas de óxido de ferro e (3) possibilitar a 

biosseparação de células alvo (Figueiredo et al., 2011; Norek e Peters, 2011). 

Apesar de já existirem trabalhos sobre sistemas bimodais, contendo QDs e 

nanopartículas magnéticas, a grande maioria destes, são voltados para o aprimoramento 

da síntese dessas nanopartículas (Du et al., 2006; Jie-Mei et al., 2012; Ahmed et al., 

2013). Mesmo assim, há ainda poucos sistemas desenvolvidos, e ainda não há muitos 

trabalhos que destaquem alguma aplicação biomédica de sistemas bimodais sítio-

específicos, também denominados como multimodais. Devido à importância e à 

necessidade de se suprir as deficiências inerentes, principalmente, às técnicas ópticas e 

magnéticas de aquisição de imagens, a obtenção de nanopartículas multimodais, que 

propiciem a formação de imagens com alta sensibilidade espacial e temporal, 

especificidade bioquímica e que investiguem fenômenos biológicos em tempo real estão 

sempre em foco e podem contribuir para a compreensão da biologia celular e molecular 

de diversas doenças. A exemplo destas tem-se o câncer, uma vez que ainda é um desafio 

a sua compreensão para fins de desenvolvimento de diagnósticos rápidos e eficientes, e 

principalmente de tratamentos mais eficazes (Wegner e Hildebrandt, 2015). 

Assim, para que haja especificidade bioquímica, e melhor contraste localizado 

na IRM, as sondas bimodais devem ser conjugadas a biomoléculas que propiciem às 

mesmas um direcionamento específico, formando nanossondas multimodais. Dentre as 

biomoléculas de interesse para esse fim está a transferrina, proteína responsável pelo 

transporte de ferro para o meio intracelular. A transferrina (Tf) se liga ao seu receptor 

(TfR) que está localizado na superfície das células e após essa ligação o complexo 

(transferrina-receptor) é endocitado como forma de captação intracelular de íons Fe
3+

, o 

qual é um importante íon para o metabolismo celular (Li e Qian, 2002; Daniels et al., 

2012). Em especial, células com elevada taxa metabólica, como as células tumorais, 

podem expressar maiores quantidades desses receptores de transferrina. Dessa forma, o 

receptor de transferrina pode ser então um alvo interessante não só para a compreensão 

da biologia celular do câncer, como também para o aprimoramento de métodos de 

diagnósticos e terapêuticos para esta doença.  
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 Assim, neste trabalho, primeiramente QDs de Telureto de Cádmio (CdTe) 

foram conjugados à Tf para o estudo da distribuição e da quantificação de TfRs em 

células cancerígenas, para posteriormente servir de modelo no desenvolvimento de 

sondas multimodais. Para tanto, a primeira etapa foi conjugar QDs a nanopartículas de 

óxido de ferro, formando uma sonda bimodal com propriedades magnético-

fluorescentes. Essas sondas bimodais mostraram-se eficientes na marcação inespecífica 

de células por fluorescência e com potencial AC para aquisição de imagens ponderadas 

em T2 por ressonância magnética. Por fim, estas sondas bimodais foram então 

conjugadas à Tf e aplicadas para reconhecimento específico dos TfR de células 

cancerígenas, originando assim sondas multimodais. Portanto, essas novas nanossondas 

desenvolvidas nessa tese podem ajudar a ampliar a compreensão da biologia celular do 

câncer, além de auxiliar em métodos diagnósticos e terapêuticos para essa doença. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Desenvolver sondas com propriedades multimodais baseadas em QDs de 

Telureto de Cádmio (CdTe) associadas a nanopartículas magnéticas de óxido de ferro 

para aplicações em células cancerígenas. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Sintetizar e caracterizar opticamente QDs de CdTe carboxilados;  

• Conjugar os QDs à Tf, confirmar a conjugação e caracterizar o conjugado (QDs-Tf) 

opticamente. 

• Aplicar os conjugados de QDs-Tf no estudo de TfR em células cancerígenas e 

também como modelo de padronização para a preparação da sonda multimodal;  

• Sintetizar e caracterizar estruturalmente e magneticamente as nanopartículas de 

óxido de ferro (MNPs);  

• Conjugar os QDs de CdTe às nanopartículas de óxido de ferro e caracterizar esse 

sistema bimodal opticamente, estruturalmente e magneticamente; 

• Aplicar os sistemas bimodais para marcação inespecífica de células tumorais e 

estudar a interação nanopartículas/sistemas biológicos através de fluorescência;  

• Conjugar os sistemas bimodais com a transferrina e caracterizar essas novas sondas 

multimodais opticamente e relaxometricamente; 

• Aplicar os sistemas multimodais para marcação por fluorescência do TfR em 

células tumorais; 

• Elaborar um capítulo de revisão abordando as aplicações de sistemas bimodais e 

multimodais em Ciências da Vida. 
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3 REFERÊNCIAL TEÓRICO  

 

Este trabalho destaca o uso e a caracterização de processos físicos relacionados à 

emissão de luz por nanopartículas de semicondutores, este fenômeno é chamado de 

fluorescência, um tipo de luminescência. 

  

3.1 LUMINESCÊNCIA 

 

 

 O processo de luminescência envolve duas etapas: a excitação de elétrons para 

níveis de maior energia e o retorno desses elétrons para níveis de menor energia que 

resulta na emissão de fótons, ou seja, de luz. A luminescência pode ser classificada de 

acordo com o modo no qual os elétrons são excitados para geração de fótons, por 

exemplo: bioluminescência e quimiluminescência - os elétrons são excitados através de 

reações bioquímicas e químicas, tal como: a emissão de luz pelo vagalume; 

eletroluminescência - a excitação dos elétrons é induzida pela corrente elétrica; 

catodoluminescência - excitação a partir da colisão de elétrons do meio com elétrons 

livres originados de descargas elétricas (é o caso das lâmpadas fluorescentes); e 

termoluminescência - onde há liberação de elétrons presos em níveis de armadilhas pelo 

calor, promovendo seu decaimento (Goldberg e Dean, 1966; Preusser et al., 2008; Cesar 

et al., 2010). Além dessas, também há a fotoluminescência que é um dos fenômenos 

estudados nesse trabalho. 

 

3.1.1 Fotoluminescência 

 

 A fotoluminescência é um processo no qual os elétrons são excitados por fótons 

e quando os elétrons retornam ao estado fundamental, fótons (luz) também são 

emitidos. A fluorescência e fosforescência são processos englobados pela 

fotoluminescência. A fluorescência é um processo rápido que ocorre na ordem de 10
-9

 a 

10
-7

 segundos. Já a fosforescência é lenta, podendo durar de 10
-3

 a 100 segundos (Cesar 

et al., 2010). Em outras palavras, a fluorescência só ocorre enquanto a amostra estiver 

sendo excitada, e a fosforescência persiste por um determinado tempo depois que a 

excitação da amostra é finalizada. 
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Em 1852, o físico e matemático escocês, George Stokes foi o primeiro a 

descrever o fenômeno da fluorescência (Cesar et al., 2010). Apesar da descoberta ter 

acontecido por volta de 1852, somente por volta de 1930, com a invenção dos corantes 

orgânicos como marcadores fluorescentes, é que a fluorescência passou a ser 

amplamente utilizada nas Ciências da Vida. 

 Quase todo tecido biológico, devido à presença dos aminoácidos aromáticos, tais 

como: tirosina, triptofano e fenilalanina (Figura 1 A-C, respectivamente), é 

autofluorescente, pois quando excitados por luz, principalmente na região do UV ao 

verde, fluorescem naturalmente em quase todo espectro visível (do azul ao vermelho) 

sem necessitar da adição de substâncias exógenas. A autofluorescência é um fenômeno 

indesejado em muitos casos, pois se sobrepõe à fluorescência emitida pelos fluoróforos 

convencionais. Por outro lado, a autofluorescência pode ser valiosa para estudos de 

processos celulares in vivo, nos quais a marcação exógena deve ser evitada 

(Ntziachristos, 2006; Cesar et al., 2010). 

 
Figura 1 – Estrutura dos aminoácidos (A) Tirosina, (B) Triptofano e (C) Fenilalanina. Tirosina é um 

aminoácido polar neutro. Já o Triptofano e a Fenilalanina são aminoácidos apolares. 

                                                         

       (A)                                          (B)                                           (C)  

Fonte: O autor. 

 

 A fluorescência acontece somente se a molécula for excitada com luz. Essa 

excitação só ocorre se o comprimento de onda da luz incidente (λi) estiver dentro de um 

intervalo chamado de banda de absorção, ou banda de excitação (Figura 2). A luz é 

então emitida em outro comprimento de onda (λe), formando a banda de emissão 

(Figura 2). O deslocamento entre os máximos da excitação (absorção) e da emissão é 

chamado de Stokes - shift (Figura 2). Vale a pena ressaltar que, a banda de emissão é 

deslocada em relação à banda de excitação na direção de comprimentos de onda 

maiores (menor energia). 
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Figura 2 – Espectros de absorção e emissão de corante orgânico. 

 

Fonte: O autor 

 

Para entendermos melhor o Stokes shift é importante visualizarmos parte do 

diagrama de Jablonski, apresentado na Figura 3. As moléculas possuem níveis 

eletrônicos de energia e cada nível eletrônico possui níveis vibracionais. Quando uma 

molécula absorve um fóton, ganha energia e o elétron passa para um nível eletrônico e 

vibracional mais excitado. Então, o elétron decai não radiativamente para níveis 

vibracionais de menor energia, e posteriormente para um nível eletrônico de menor 

energia, liberando então esse excesso de energia na forma de fótons (Cesar et al., 2010; 

Lakowicz, 2013). No entanto, para que haja fluorescência é necessário que a transição 

do elétron ocorra entre níveis eletrônicos de energia, caso essa transição ocorra entre os 

níveis vibracionais da molécula, haverá perda de energia apenas de forma não radiativa. 

Portanto a diferença da energia entre o fóton emitido (menor energia) e o fóton 

absorvido (maior energia) é chamada de Stokes Shift. 

 

Figura 3 – Esquema da emissão de fluorescência através do diagrama de Jablonski.  

  

Fonte: Adaptada de Cesar et al. (2010). 

../../../Downloads/O
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Análises baseadas em fluorescência têm especificidade bioquímica e alta 

sensibilidade. As sondas fluorescentes mais utilizadas são moléculas orgânicas, 

convencionalmente chamadas de corantes orgânicos. Existe atualmente uma grande 

diversidade desses corantes orgânicos disponíveis comercialmente. Porém, como em 

geral esses marcadores, quando utilizados sozinhos, não apresentam especificidade por 

determinadas biomoléculas, muitas aplicações fazem usos destas sondas ligadas a 

anticorpos (Giepmans et al., 2006).  

Nas últimas décadas, as proteínas fluorescentes vêm também sendo bastante 

utilizadas como marcador de células e organismos. Elas são produzidas a partir de 

modificações genéticas, que permitem obter imagens de células vivas e organismos, de 

forma não invasiva, desde que eles expressem um gene de interesse ligado a essas 

proteínas. Inicialmente foi descoberta, clonada e expressa a proteína fluorescente verde 

(GFP) da água viva. Tal descoberta consagrou um prêmio Nobel de Química de 2008 a 

três pesquisadores americanos Osamu Shimomura, Martin Chalfie e Roger Y. Tsien 

(Giepmans et al., 2006). Atualmente, já existem outras proteínas fluorescentes como a 

proteína fluorescente amarela (YFP), a azul (BFP), dentre outras variações (Wachter et 

al., 1998). 

No entanto, tanto os corantes orgânicos como as proteínas fluorescentes 

possuem algumas limitações, tais como a fotodegradação dos corantes e a necessidade 

de laboriosas manipulações genéticas das proteínas fluorescentes. Por isso, há um 

considerável interesse no emprego de quantum dots ou pontos quânticos como sondas 

fluorescentes para Ciências da Vida. Isso se deve ao fato deles apresentarem 

significativas vantagens fotofísicas em relação aos marcadores fluorescentes usados 

convencionalmente, o que possibilita se melhorar não só a qualidade das imagens 

obtidas por fluorescência, como também a compreensão de processos biológicos 

(Fontes et al., 2012, Lira et al., 2011, Cabral Filho, et al. 2015). 

 

3.2 PONTOS QUÂNTICOS OU QUANTUM DOTS (QDs) 

 

3.2.1 Fundamentos  

 

 Pontos quânticos ou quantum dots (QDs) são cristais de semicondutores 

fluorescentes em escala nanométrica (nanocristais). Apresentam diâmetros da ordem de 
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1,5 a 10 nm (1 nm = 10
-9 

m ou um bilionésimo do metro). Os QDs são constituídos de 

poucas centenas a poucos milhares de átomos, exibindo propriedades ópticas, que são 

significativamente diferentes, quando comparadas aos mesmos cristais em escala 

macroscópica "bulk" (Michalet et al., 2005; Michalet et al., 2008; Santos et al., 2008).  

Os QDs podem ser feitos de vários tipos de materiais semicondutores e são 

classificados como sendo nanocristais dos tipos: II - VI, III - V ou IV - VI, com base em 

combinações de elementos pertencentes às antigas famílias da tabela periódica 

(Sukhanova e Nabiev, 2008). Atualmente, a tabela periódica não tem subdivisão de 

famílias, apenas grupos de 1 a 18, no entanto, a subdivisão das famílias ainda é bastante 

utilizada (Figura 4). Dessa forma, nanocristais de CdTe (Telureto de Cádmio), por 

exemplo, são do tipo II-VI, pois são formados pelo Cádmio, pertencente a antiga família 

IIB (atual grupo 12) e o Telúrio da família VIA (atual grupo 16) (Figura  4).  

 
Figura 4 – Tabela periódica dos elementos químicos. Em destaque os elementos das antigas Famílias IIB 

e VIA, atuais grupos 12 e 16, respectivamente.  

 

 

 
Fonte: Adaptada de http://www.tabelaperiodicacompleta.com/. 

 

Os semicondutores são sólidos que apresentam uma banda de valência (BV) 

totalmente ocupada por elétrons, a qual está separada de uma banda de condução (BC) 

por uma banda de energia proibida ou band gap (Eg), Figura 5. Para que os elétrons 

passem da BV para a BC, eles precisam receber energias iguais ou maiores que a 

http://www.tabelaperiodicacompleta.com/
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energia da Eg. Em semicondutores, a Eg normalmente é menor que 3 eV
1
, o que permite 

por exemplo, que a luz no ultravioleta (UV) ou visível possa ser utilizada para promover 

elétrons para a BC em temperatura ambiente. Por outro lado, um sólido também pode 

ser isolante ou condutor. Os isolantes caracterizam-se por apresentarem elevadas Eg, 

que em temperatura ambiente, impossibilitam o elétron de passar por essa barreira de 

energia e chegar a BC. Já nos condutores há presença de bandas semipreenchidas ou 

ainda a BV e a BC podem estar sobrepostas formando uma banda contínua, fazendo 

com que não haja resistência à passagem dos elétrons entre as bandas (Smith et al., 

2004). 

 
Figura 5 – Diferença na energia do band gap (Eg) para diferentes classes de materiais em sólidos. 

 

 

Fonte: Adaptada de Smith et al., (2004). 

 

  Quando os semicondutores recebem energia externa através de fótons, elétrons 

da BV, de menor energia, passam para a BC, de maior energia, gerando um par elétron-

buraco, também chamado de éxciton (Figura 6). O éxciton formado possui uma vida de 

alguns nanosegundos e o processo de decaimento energético para a BV é denominado 

de recombinação excitônica. A recombinação dos elétrons excitados (localizados na 

BC) com os buracos da BV dá origem à emissão característica (fluorescência) tanto em 

regime macroscópico quanto nanométrico. Porém, quando em nanoescala, os elétrons e 

buracos sofrem um forte confinamento quântico, modificando as propriedades ópticas 

desses materiais. 

 

  

                                                           
1
 eV: quantidade de energia cinética de um elétron quando acelerado por uma diferença de potencial 

elétrico de 1 Volt, no vácuo.   
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Figura 6 – Esquema de formação de um éxciton. No qual, h
+
 representa o buraco gerado na banda de 

valência, pela excitação do elétron e
-
, hv a energia de um fóton excitando a amostra, E = hv, h é a 

constante de Planck e v é a frequência da luz. 

 

 
  Fonte: Adaptado de Chaves, (2006). 

 

 O confinamento quântico é um fenômeno bastante importante para materiais 

semicondutores. No caso do semicondutor macroscópico (bulk), o elétron pode ocupar 

uma variedade de estados energéticos que estão distribuídos de modo contínuo. Quando 

uma das dimensões do material torna-se fisicamente menor que o raio de Bohr
2
 

característico deste material, dizemos que essa estrutura encontra-se em confinamento 

quântico. Essa barreira limita o movimento dos elétrons em uma ou mais direções x, y 

ou z, e isso leva a uma mudança na distribuição dos estados de energia nesse material 

(Brus, 1984).  

Se, por exemplo, limitarmos os três lados de um cubo (ou seja, três das 

dimensões do material são menores que o raio de Bohr), dizemos que o movimento dos 

elétrons fica limitado tridimensionalmente. Nesse caso, temos um confinamento 

quântico em três dimensões e a formação de níveis de energia discretos, que também 

podem ser ocupados por elétrons. É nessa situação, quando o confinamento quântico é 

tridimensional, que temos os chamados QDs e é por essa razão que esses nanocristais 

também são chamados de átomos artificiais, porque apresentam estados energéticos 

discretos, assim como os átomos (Figura 7). Dessa forma, se, por exemplo, o raio de 

Bohr para o bulk do semicondutor CdSe (Seleneto de Cádmio) é 5,0 nm, quando o 

nanocristal for menor que 5,0 nm ele está em confinamento quântico e é chamado de 

QD (Santos et al., 2008). 

 

                                                           
2
 O par elétron-buraco pode se mover pelo material macroscópico (já que os estados são contínuos) e uma 

força atrativa os mantém movendo-se juntos existindo sempre uma distância média entre eles chamada 

raio de Bohr, em alusão ao átomo de hidrogênio. O raio de Bohr é característico de cada semicondutor e é 

calculado analisando o material em escala macroscópica (bulk). 
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Figura 7 – Redução do tamanho de partículas semicondutoras dentro do regime de confinamento 

quântico comparando os QDs ao bulk (cristal macroscópico) do mesmo material. Também se pode 

observar que com a diminuição do tamanho das partículas há discretização dos níveis energéticos e 

aumento do band gap.  

 

 Fonte: Adaptado de Cox, (2003). 

 

 Além da discretização dos estados energéticos, o confinamento quântico também 

faz com que seja possível controlar em que região do espectro eletromagnético um QD 

irá emitir, através do controle do seu tamanho, isto é o que chamamos de sintonização 

do comprimento de onda de emissão em função do tamanho do nanocristal. Essa 

propriedade ocorre devido ao fato de que, em confinamento quântico, a Eg aumenta ou 

diminui de acordo com o tamanho da nanopartícula, quando ela é formada pelo mesmo 

material (Figura 7). 

 Como Eg d 21 (onde d é o diâmetro das nanopartículas) e E  1  (energia E é 

inversamente proporcional ao comprimento de onda de emissão - λ), quanto menor a 

partícula de um dado semicondutor, maior é a Eg e mais para a região do azul do 

espectro eletromagnético (menores comprimentos de onda) é sua emissão. Enquanto 

para partículas maiores, menor é Eg e mais para o vermelho devem apresentar 

luminescência (Santos et al., 2008) 

 Portanto, essas novas características que materiais (já bem conhecidos na escala 

macroscópica) adquirem quando escalonados nanometricamente é que fazem os QDs 

terem grande potencial para aplicações em diferentes áreas da pesquisa, desde a 

microeletrônica às Ciências da Vida. Isso se deve principalmente às novas propriedades 

ópticas que são alcançadas controlando o tamanho desses nanomateriais (Santos et al., 

2008). 

 Os QDs vêm cada vez mais sendo utilizados como marcadores biológicos 

fluorescentes em Ciências da Vida. Isso ocorre devido ao fato destes apresentarem 
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consideráveis vantagens em relação aos marcadores convencionais (principalmente os 

corantes orgânicos), tais como: (1) largo espectro de absorção, uma única fonte de luz 

pode excitar a luminescência das nanopartículas, as quais podem (2) emitir luz em 

diferentes regiões do espectro variando-se apenas o tamanho da partícula (corantes 

orgânicos exigem mais de uma fonte de luz de excitação), como pode ser visto na 

Figura 8; (3) o efeito de fotodegradação da luminescência é cerca de 100 vezes menor 

nos QDs do que nos corantes orgânicos (isso permite que amostras com QDs sejam 

expostas à luz, as imagens sejam obtidas com maior intensidade de luminescência e que 

estudos de processos em função do tempo possam ser realizados, como podemos 

observar na Figura 9) e (4) os QDs são eletrodensos, permitindo localização subcelular 

das nanopartículas por microscopia eletrônica de transmissão como pode ser observado 

na Figura 10 (Alivisatos, 2004; Medintz et al., 2005; Michalet et al., 2005; Sukhanova e 

Nabiev, 2008). 

 

Figura 8 – Espectros de emissão e absorção dos QDs comparados com corante orgânico. O QD por 

possuir um largo espectro de absorção pode ser excitado em vários comprimentos de onda, no entanto 

cada corante convencional necessita da excitação em comprimento de onda específico.  

 

Fonte: Adaptada de De Farias, (2007). 

 

Figura 9 – Fotodegradação em função do tempo: antígenos nucleares corados com Alexa Fluor 488 e 

microtúbulos corados com QD 605 - CdSe (Tempos observados: 0 s, 20 s, 60 s, 120 s e 180 s). 

 

Fonte: Adaptada de Alivisatos, (2004). 
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Figura 10 – Imagens da localização intracelular de QDs por microscopia eletrônica de transmissão. Em 

(A) QDs condensados no endossoma de células epiteliais de adenocarcinoma mamário humano (MCF-7), 

em (B) imagens de QDs no citostoma de Trypanosoma cruzi.  

 

Fonte: (A) Adaptada de Xiao et al., (2010); (B) Adaptada de Chaves et al.,(2008). 

 

  

 A redução do volume da partícula resulta em um aumento da relação 

área/volume, no entanto, a elevada área superficial aumenta a contribuição dos defeitos 

de superfície dos nanocristais (átomos da superfície do cristal que tem ligações não 

compartilhadas) resultando no decréscimo da eficiência da emissão de luz pelas 

nanopartículas. Isso ocorre porque os defeitos levam à formação de níveis 

intermediários entre a BV e a BC, e ao invés do elétron ir diretamente da BC para a BV, 

ele vai perdendo energia aos poucos nesses níveis intermediários, levando a uma baixa 

eficiência de luminescência. Uma maneira de contornar esses problemas é crescer uma 

"casca" (camada de passivação), de umas poucas camadas de átomos, de um material 

semicondutor, geralmente com um band gap maior do que o do semicondutor do núcleo 

da nanopartícula. Esse processo da formação da "casca" é denominado passivação e as 

nanopartículas resultantes apresentam uma estrutura física do tipo core/shell 

(núcleo/casca) (Fontes et al., 2012). 

 

3.2.2 Síntese coloidal 

 

Os QDs são geralmente sintetizados por métodos de química coloidal, sendo 

considerados coloides. Um coloide é uma mistura de pelo menos duas substâncias em 

fases diferentes: a fase dispersa, que pode ser sólida, líquida ou gasosa, e deve ser 

finamente dividida, com pelo menos uma das dimensões entre 1 µm e 1 nm; e a fase 

contínua (dispersante), que também pode ser sólida, líquida ou gasosa e é denominada 
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meio de dispersão. No caso dos QDs, a fase dispersa é sólida e a dispersante é líquida. 

Os métodos de síntese química coloidal é baseado numa reação de precipitação 

controlada feita em água ou em solventes orgânicos. A síntese em água de 

nanopartículas de CdTe passivadas com CdS (Sulfeto de Cádmio) para produção de 

QDs, é bastante utilizada para aplicações como marcadores celular, pois os QDs 

produzidos por esse método são hidrofílicos e, portanto, compatíveis com os sistemas 

biológicos (Pankiewicz et al., 2015). 

Simplificadamente, a síntese em meio aquoso é dividida em três etapas (Figura 

11). Em uma primeira etapa, é feita uma solução aquosa, em pH e temperatura 

controlados, contendo um sal de um metal de transição (do atual grupo 12 ou da antiga 

família IIB da tabela periódica) e um agente estabilizante, cujo papel é controlar o 

crescimento do núcleo inicial e evitar a aglomeração das nanopartículas. Em uma 

segunda etapa, ocorre a redução de um calcogênio e na terceira etapa, o calcogênio 

reduzido é então adicionado à solução da etapa 1 e a reação continua ao longo do 

tempo, em temperatura controlada, até que se tenha o tamanho de nanopartícula 

desejado (Santos et al., 2008). 

 

Figura 11 – Esquema de síntese de QDs em meio aquoso. 

 

Fonte: O autor. 

 

Os estabilizantes comumente utilizados em QDs coloidais apresentam 

grupamento tiol (–SH). Moléculas contendo esses grupamentos são ótimos 

estabilizantes de nanopartículas, pois o enxofre ajudará a compor a camada de 

passivação e o restante da molécula conferirá cargas (positivas ou negativas) às 

partículas, mantendo-as afastadas em suspensão. Dentre os agentes estabilizantes mais 

utilizados, destacam-se o ácido mercaptoacético (AMA) ou ácido tioglicólico (TGA), o 
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ácido 3-mercaptopropiônico (AMP), o ácido mercaptosuccínico (AMS), a L-cisteína 

(CIS) e a cisteamina (CISAM) (Rogach et al., 2007; Idowu et al., 2008; Zhang et al., 

2011; Chang et al., 2012; Silva et al., 2012; Ribeiro et al., 2013), cujas estruturas 

químicas são observadas na Figura 12. 

 

Figura 12 – Fórmulas estruturais dos agentes estabilizantes comumente utilizados para obtenção de QDs: 

(A) ácido mercaptoacético (AMA) ou ácido tioglicólico (TGA), (B) ácido 3-mercaptopropiônico (AMP), 

(C) ácido mercaptosuccínico (AMSAMS), (D) cisteína (CIS) e (E) cisteamina (CISAM). 

. 

 

Fonte: O autor. 

 

Como pode ser observado na Figura 12, além do grupamento tiol essas partículas 

apresentam grupamentos funcionais (ácidos carboxílicos ou aminas), que além de 

conferir cargas superficiais aos QDs, possibilitam a ligação dos QDs a biomoléculas ou 

a outras nanopartículas e por isso os agentes estabilizantes são também chamados de 

funcionalizantes (Ribeiro et al., 2013). Os agentes estabilizantes também ajudam a 

compor a camada de passivação. 

 

3.2.3 Aplicações biológicas 

 

Os primeiros trabalhos envolvendo aplicação biológica de QDs foram 

publicados em 1998 na Science simultaneamente por dois grupos de pesquisadores 

distintos Bruchez e colaboradores (1998) e por Chan e Nie (1998). A partir de então 

uma infinidade de trabalhos foram publicados envolvendo primeiramente a utilização de 

QDs como sondas inespecíficas (Smith e Giorgio, 2009; Lira et al., 2012). Estes estudos 
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envolvendo marcação inespecífica de células foram importantes para entender os 

mecanismos de interação dessas nanopartículas com diversos tipos de células e também 

para avaliar os QDs como possíveis sondas fluorescentes para aplicação biológica (Clift 

e Stone, 2012). As marcações inespecíficas podem ser obtidas, por exemplo, através da 

interação eletrostática de grupos positivos/negativos presentes na superfície dos QDs 

com grupos de carga contrária presentes nos sistemas biológicos. Como as membranas 

celulares são negativas, esse tipo de interação inespecífica em geral é observado quando 

QDs estabilizados com cisteamina, os quais têm a superfície positiva, são utilizados. 

Essa interação eletrostática já foi utilizada, por exemplo, para estudar a carga da 

membrana de hemácias utilizando QDs (Huang et al., 2011). Por outro lado, células que 

tem alta taxa metabólica, como por exemplo, linhagens de células cancerígenas e 

macrófagos, podem também ser marcadas inespecificamente devido à sua alta 

capacidade endocítica (Yong et al., 2009; Zhang et al., 2009).  

A superfície ativa dos QDs oferece a possibilidade de conjugá-los a várias 

biomoléculas de interesse, tais como anticorpos ou enzimas, que podem torná-los 

sondas específicas para compreender processos bioquímicos, auxiliar no diagnóstico 

baseado em fluorescência e também para terapia. Além disso, os QDs também podem 

ser conjugados a fármacos ou até mesmo a outras nanopartículas (Wegner e 

Hildebrandt, 2015). A conjugação de QDs a biomoléculas pode ser feita através de 

adsorção (interação eletrostática) ou por ligação covalente entre os sistemas. 

Atualmente, as principais estratégias de conjugação covalente são realizadas utilizando 

reagentes que proporcionam a reação entre grupamentos carboxilas-aminas como o 

EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) e o Sulfo-NHS (N-

hidroxisulfosuccinimida), entre amina-amina utilizando o glutaraldeído, através da 

ligação estreptavidina-biotina e por ponte entre sulfetos (Hermanson, 2008; Guan et al., 

2012). Apesar de existir várias metodologias já publicadas de técnicas de conjugação, 

vários desafios sempre são encontrados, como por exemplo: (I) o processo de 

conjugação não pode desnaturar a biomolécula e não pode afetar as propriedades das 

nanopartículas; (II) sempre é preciso padronizar a quantidade de agentes de 

acoplamento, pois a mesma depende do tipo da biomolécula e da nanopartícula a ser 

utilizada; (III) a conjugação deve ser eficiente de modo que as interações inespecíficas 

sejam minimizadas ao máximo e (IV) deve haver reprodutibilidade na conjugação (Jin e 

Hildebrandt, 2012). 
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Entretanto, com a evolução das técnicas de conjugação de QDs a biomoléculas 

vários trabalhos envolvendo a marcação específica de células in vitro e in vivo têm sido 

publicados. Muitos deles envolvem a conjugação de QDs a biomoléculas para estudos 

in vitro da expressão de proteínas na superfície das células (Guan et al., 2012; Schieber 

et al., 2012; Zhang et al., 2012), bem como marcação de células in vivo, principalmente 

em pequenos animais (Chen, K. et al., 2008; Chen, Z. et al., 2008; Fitzpatrick et al., 

2009; Ho et al., 2013; Tang et al., 2013). Além de sua extensa aplicabilidade em 

diagnóstico por imagens ópticas, os QDs também têm sido recentemente investigados 

na terapêutica, sendo utilizados para ensaios de terapia fotodinâmica (Samia et al., 

2006; Qi et al., 2011; Malik et al., 2012; Viana et al., 2015). 

Vários estudos in vitro têm sido conduzidos para o desenvolvimento de novos 

métodos auxiliares de diagnóstico (Zhang et al., 2012; Tenório et al., 2015; Andrade et. 

al., 2013). Além disso, os QDs aliados às técnicas de fluorescência são potenciais 

ferramentas para também colaborar para o entendimento da biologia celular de diversas 

doenças, tais como o câncer (Jin e Hildebrandt, 2012; Pisanic Ii et al., 2014; Wegner e 

Hildebrandt, 2015). Por exemplo, Fang e colaboradores (2013), investigaram os 

processos de metástase do câncer. Através das imagens utilizando QDs conjugados a 

diferentes anticorpos, os autores investigaram a dinâmica do colágeno tipo IV, 

identificando que o aumento do colágeno tem relação direta com a invasão e metástase 

do câncer.  

Em outro trabalho, Guan et al. (2012) utilizaram três diferentes métodos de 

conjugação de QDs a transferrina para avaliar qual dos conjugados eram mais eficientes 

na quantificação do receptor de transferrina em células HeLa. Os autores utilizaram a 

conjugação (1) por adsorção (interação eletrostática entre o QD e a transferrina), (2) 

conjugação covalente utilizando apenas o EDC e (3) desnaturando a transferrina com 

um agente redutor, o boridreto de sódio. Através dos resultados de citometria, os autores 

definiram que a conjugação utilizando o EDC marcou mais células HeLa que os outros 

dois métodos de conjugação utilizados. Portanto, os autores sugeriram que o uso do 

EDC seria um método simples para conjugação de QDs à transferrina. 

Atualmente tem se aumentado o interesse em marcações múltiplas envolvendo 

QDs conjugados a várias biomoléculas para investigação do perfil de biomarcadores 

relacionados ao câncer. Através desse painel de QDs conjugados é possível a 

diferenciação dos alvos celulares com acurácia, devido aos diferentes perfis de emissão 

dessas nanopartículas. Liu et al. (2010), utilizando quatro biomarcadores proteicos 
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conjugados a QDs (com emissão em verde, vermelho, azul) em glândulas prostáticas, 

distinguiu células cancerígenas em tumores de próstata. Os resultados mostraram uma 

boa distinção da heterogeneidade molecular e celular nesses tipos de tecido. Na Figura 

13, podemos observar proteínas da glândula prostática marcadas por um painel de QDs 

conjugados a anticorpos secundários. Observamos as marcações das proteínas: caderina-

E (em verde), citoqueratina de alto peso molecular (em branco), p63 (em vermelho) e 

alfa-metilacil-coenzima A racemase - AMACR (em azul). 

 

Figura 13 – Marcação múltipla de células tumorais de uma glândula prostática utilizando QDs 

conjugados a proteínas biomarcadores caderina-E (em verde), citoqueratina de alto peso molecular (em 

branco), p63 (em vermelho) e AMACR (em azul). 

 

Fonte: Adaptada de Liu et al. (2010). 

 

 Sempre que os pesquisadores obtêm êxito na pesquisa in vitro de um novo 

marcador específico, é natural que posteriormente sejam realizados testes in vivo. As 

primeiras publicações de QDs in vivo apareceram no começo deste milênio (Åkerman et 

al., 2002; Dubertret et al., 2002) e desde então o número de artigos tem aumentado 

consideravelmente. Deve notar-se que as aplicações in vivo de QDs têm sido limitadas a 

pequenos animais. Esta limitação está relacionada com a profundidade de penetração da 

luz nos tecidos dificultando a geração de imagens de fluorescência em tecidos 

profundos. Além disso, os QDs ainda não foram aprovados para uso em humanos pela 

FDA (Órgão de controle de administração de alimentos e remédios dos Estados 

Unidos). 

Os estudos in vivo têm também sido direcionados para a avaliação da toxicidade 

dos QDs (Ma-Hock et al., 2012) e para estudos de biodisponibilidade e biodistribuição 

nos organismos vivos (Wegner e Hildebrandt, 2015). Estudos realizados por Praetner et 

al. (2010), indicam que QDs aniônicos permanecem pouco tempo na circulação e 

preferem acumular-se nos órgãos. Para driblar esses mecanismos de acumulação, vários 
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pesquisadores que estudam a interação dos QDs in vivo, recobriram os mesmos com 

uma camada de polímero, tais como o polietileno glicol, para evitar essa interação e sua 

consequente acumulação nos órgãos, melhorando a eliminação via renal dos QDs pelos 

sistemas vivos (Choi et al., 2007; Choi et al., 2010; Ho et al., 2013).  

Junto a isso, os desafios relacionados à compreensão (mecanismos associados 

aos processos de metástase), melhoramento das técnicas auxiliares de diagnóstico e de 

terapia do câncer faz com que as investigações in vivo, por fluorescência, sejam um 

campo de pesquisa que também está em foco (Wegner e Hildebrandt, 2015). Sendo 

assim, vários estudos têm sido conduzidos nessas áreas, como, por exemplo, os estudos 

promovidos por Diagaradjane et al. (2008) os quais investigaram a interação de QDs 

com emissão no infravermelho próximo (NIR) conjugados ao fator de crescimento 

epidermal (EGF) para marcação do receptor do fator de crescimento epidermal (EGRF) 

em tumores de ratos xenográficos. Os autores foram capazes de distinguir três fases da 

nanosonda: dentro do influxo do tumor cerca de 3 minutos após a injeção, eliminação 

dentro de 60 minutos e o aumento da acumulação em cerca de 1-6 horas. Não só o 

tráfico de células para a corrente sanguínea, mas também a interação com as membranas 

são fatores significativos para o entendimento do processo de metástase (Diagaradjane 

et al., 2008).  

Bhang et al. (2009) utilizando QDs conjugados ao ácido hialurônico (AH) 

conseguiu identificar a presença das nanopartículas em vasos linfáticos, logo após a 

injeção, por imagens de fluorescência in vivo, como pode ser observado na Figura 14. 

Além disso, esses mesmos autores apresentam uma série de confirmação da localização 

dos QDs conjugados por testes histológicos. De acordo com os resultados, QDs-AH 

apresentam endocitose mediada por essa molécula. Além disso, os autores observaram 

um aumento do tempo de retenção dos QDs nos vasos linfáticos, e o relacionaram ao 

aumento do tamanho do complexo, ou seja QDs-AH, quando comparados aos QDs 

sozinhos. Por fim, Bang et al. (2009) consideram esse modelo em pequenos animais 

(ratos) e o uso de QDs-AH, como um grande avanço para estudos in vivo ao longo do 

tempo. 
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Figura 14 – Imagem de orelhas de ratos sob luz UV após injeção subcutânea de QDs-HA em dois locais 

distintos, que estão indicados pelos (asteriscos) na figura. Após 30 min da administração foi possível 

observar a presença de QDs-HA dentro de vasos linfáticos indicados pelas (setas em amarelo). 

 
Fonte: Adaptada Bang et al. (2009). 

 

 Em geral, para uma melhor compreensão das doenças e uma visão mais 

abrangente sobre as mesmas, se faz necessário o uso de sondas auxiliares versáteis que 

preferencialmente possam ser aplicadas em mais de uma modalidade de imagem. Isso é 

interessante, pois as diferentes técnicas de imagens podem dar informações 

complementares sobre os processos biológicos. Por exemplo, a microscopia por 

fluorescência fornece imagens com especificidade química e alta resolução. Já a 

ressonância magnética fornece imagens de quaisquer regiões do organismo vivo, até 

mesmo das regiões mais profundas com bom contraste. Além disso, a IRM não é 

invasiva e não é prejudicial aos sistemas biológicos, apesar de propiciar imagens com 

menor resolução e não fornecer especificidade química, quando comparada às 

microscopias. Por isso, o desenvolvimento de sondas multimodais pode possibilitar e 

auxiliar a aquisição de imagens que formem um conjunto mais completo de 

informações biológicas contendo especificidade, ótima localização espacial e temporal, 

detalhes morfológicos e resolução ao nível celular e molecular (Wegner e Hildebrandt, 

2015). Dentro desse contexto a preparação de sondas bimodais (magnéticas e 

fluorescentes) baseadas em QDs tem sido bastante discutida e vários estudos têm sido 

realizados, a fim de se obter nanopartículas multifuncionais estáveis e versáteis para 

marcação de sistemas biológicos (Jin e Hildebrandt, 2012; Wegner e Hildebrandt, 

2015).  

 

3.3 IMAGEM POR RESSONÂNCIA MAGNÉTICA (IRM) 

 

 Imagem por ressonância magnética (IRM) é uma das mais importantes e 

poderosas técnicas de diagnóstico desenvolvidas. Esta técnica é baseada nos princípios 
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da ressonância magnética nuclear (RMN) sendo, portanto, uma técnica não invasiva e 

que produz imagens com bastante detalhes morfológicos. A IRM apresenta diversas 

vantagens, quando comparada a outras técnicas de diagnóstico, principalmente às 

baseadas em raios-X, raios gama e ultrassom. Por exemplo, a IRM não utiliza radiação 

ionizante, sendo esta uma de suas mais importantes vantagens, além de propiciar 

imagens com melhor resolução em comparação com as técnicas mencionadas acima (ca. 

0,5 mm), e ser capaz de diferenciar tecidos normais e patológicos (Pereira, G. e 

Geraldes, C., 2007; Merbach et al., 2013). 

 Desde 1946 a RMN é uma técnica bastante utilizada por cientistas para obter 

informações químicas e físicas de moléculas. No entanto, só em 1971 que essa técnica 

foi empregada por Raymond Vahan Damadian para distinguir tecidos normais e 

tumorais (Damadian, 1971; Pereira, G. e Geraldes, C., 2007), uma vez que os tempos de 

relaxação dos spins nucleares foram distintos nesses dois tipos de tecidos possibilitando 

a sua diferenciação através do contraste. Em 1973, Paul Lauterbur e Mansfield foram os 

primeiros a demonstrarem uma imagem por ressonância magnética. Essas imagens são 

obtidas a partir da resolução espacial dos sinais RMN dos prótons (
1
H) das moléculas de 

água existentes nos tecidos. A escolha do monitoramento dos prótons da água é devido 

à abundância desse elemento no nosso corpo, cerca de 70% do peso corporal de um 

adulto jovem é composto por água (Merbach e Tóth, 2001; Pereira, G. e Geraldes, C., 

2007).  

 Os tempos de relaxação de spin nuclear refletem a mobilidade local das 

moléculas de água presentes nos tecidos e são afetados pela vizinhança permitindo 

assim visualizar e distinguir as variadas estruturas presentes nos organismos vivos 

(Merbach et al., 2013). Em tecidos anormais, os quais apresentam alterações 

morfológicas e/ou metabólicas (Damadian, 1971; Lauterbur, 1973; Buxton, 2009), os 

valores dos tempos de relaxação magnética nuclear (T1 e T2) mudam e, 

consequentemente alteram a imagem obtida. A sensibilidade dos prótons 
1
H ao campo 

magnético é que possibilita a detecção dessas alterações em tecidos anormais.  

 No processo de relaxação magnética, quando os prótons dos átomos de 

hidrogênio (
1
H) estão na presença de um campo magnético externo (B0) ocorre um 

alinhamento dos spins, gerando uma magnetização resultante (M0), a qual é paralela e 

proporcional ao B0 (Figura 15). Em equilíbrio M0 = Mz, onde z é o eixo longitudinal. 

Para poder medir a M0 é necessário aplicar um pulso oscilante de radiofrequência na 

frequência de Larmor (ou frequência de precessão) dos prótons de 
1
H com a finalidade 
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de deslocar M0 aos planos transversais (xy). Posteriormente, os prótons liberam a 

energia absorvida (na região de radiofrequência) retornando ao estado de equilíbrio, 

sendo este processo conhecido como relaxação (Pereira e Geraldes, 2007; Hage e 

Iwasaki, 2009; Doan et al., 2013). 

O processo de relaxação é modulado por duas constantes exponenciais de tempo, 

T1 e T2, os quais dependem das propriedades físicas e químicas dos tecidos. Como pode 

ser observado na Figura 15, T1 reflete o retorno do equilíbrio no eixo z (longitudinal), 

ou seja, é o tempo referente a recuperação da magnetização M0 em z. Enquanto, T2 

reflete o desaparecimento do sinal no plano xy (transversal) (Doan et al., 2013). Na 

prática, isto resulta nas diferenças de imagens geradas pelas diferenças químicas e 

morfológicas do ambiente (Landini et al., 2005; Pereira e Geraldes, 2007; Lam et al., 

2013). 

Figura 15 - Representação esquemática dos tempos e processos de relaxação em T1 e T2. 

 

.  

Fonte: Adaptada de Hage e Iwasaki (2009) e Doan et al. (2013). 

 

Para melhorar a qualidade da geração de imagens podem ser administrados 

agentes de contrastes (ACs) em procedimentos clínicos. Estes ACs para IRM devem 

conter substâncias paramagnéticas ou superparamagnéticas. A maioria desses ACs 

aprovados para uso clínico pela FDA são baseados em quelatos paramagnéticos 

contendo íons lantanídeos, tais como o Gadolínio (Gd
3+

), além destes, o uso de 
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partículas de óxido de ferro também é aprovado (Edelman e Warach, 1993). Entretanto, 

o melhoramento da imagem só é alcançado quando um dos tecidos tem alta afinidade 

pelos ACs ou é mais vascularizado que os tecidos próximos. Os tumores são 

metabolicamente diferentes e apresentam consequentemente uma maior captação dos 

ACs, resultando em um aumento do contraste na imagem. 

 A eficiência dos ACs é medida em termos de relaxividade (ri, em s
-1

∙mM
-1

, i = 

1,2), a qual indica a habilidade do AC em diminuir os tempos de relaxação dos prótons 

de hidrogênio na água por unidade de concentração (mM) do íon ou elemento 

paramagnético. Altos valores de r1 e r2 correspondem a menores valores de T1 e T2, 

respectivamente. As relaxividades longitudinal e transversal (r1 e r2, respectivamente), 

são geralmente diferentes, dependem do B0 e podem ser definidas como o aumento 

provocado nas taxas de relaxação dos prótons da água por 1 mmol.L
-1

 de íons, ou 

elementos, para- ou superparamagnéticos. Geralmente, a água apresenta tempos de 

relaxação longitudinal (T1) por volta dos 3000 ms (milissegundos) e seu tempo de 

relaxação transversal (T2) é de aproximadamente 2500 ms. Enquanto materiais que 

apresentam contraste em T1 geram imagens com contraste hiperintenso (branco – 

contraste positivo – Figura 16B), materiais que apresentam contraste em T2 apresentam 

contraste hipointenso (preto – contraste negativo – Figura 16D) (Koole et al., 2008).  

ACs contendo íons paramagnéticos (Gd
3+

; Mn
2+

) apresentam comumente contraste em 

T1, enquanto partículas de óxido de ferro apresentam contraste em T2 (Jing et al., 2014). 

Entretanto, como T1 e T2 não são processos independentes nenhum AC apresenta 

contraste exclusivamente positivo ou negativo (Koole et al., 2008). Nas Figuras 16A e 

16C podem ser observadas IRM sem a administração do AC, sendo difícil visualizar a 

delimitação do tumor. 
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Figura 16 – IRM antes e após a aplicação de agentes de contraste com ponderação em T1 e em T2. Em 

(A) antes da aplicação do agente de contraste e, em (B) após aplicação do agente de contraste atuante em 

T1, em (C) controle e em (D) após aplicação de um agente de contraste atuante em T2. IRM antes e após a 

aplicação de agentes de contraste em T1 e em T2. 

 

 

Fonte: Adaptada de Mamani et al.(2012). 

 

 No caso dos ACs serem baseados em quelatos, o contraste alcançado ainda é 

limitado porque requer uma alta concentração de moléculas de quelatos contendo íons 

paramagnéticos dentro ou na superfície das células. Entretanto, considerando a estrutura 

molecular dos quelatos, uma alta concentração no local desejado é difícil de ser obtida. 

Recentemente, para vencer essa limitação pesquisadores têm adotado o uso de 

nanosistemas baseados em ACs, os quais são capazes de aumentar a concentração local 

de íons paramagnéticos (Geraldes e Laurent, 2009; Na et al., 2009). Vários 

nanossistemas têm sido empregados no desenvolvimento agentes de contraste, tais 

como: nanotubos de carbono (Sitharaman et al., 2005; Na et al., 2009), lipossomas 

(Mulas et al., 2014; Zhang et al., 2014), nanopartículas poliméricas (Turner et al., 2005; 

Mouffouk et al., 2015), nanopartículas de ouro (Zeng et al., 2014). Portanto, observa-se 

que de forma geral os sistemas nanoparticulados podem ser ferramentas interessantes 

para o desenvolvimento de agentes de contraste específicos para IRM (Gossuin et al., 

2009) e é também dentro desse contexto que os QDs vêm sendo explorados. 

 

3.4 SONDAS BIMODAIS BASEADAS EM QUANTUM DOTS 

  

 Na tentativa de vencer as limitações impostas pelas técnicas de aquisição de 

imagens através de fluorescência e pela IRM, o desenvolvimento de nanossondas 
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bimodais baseadas em QDs para imagens ópticas e por ressonância magnética é ainda 

recente. Por isso, os estudos têm se baseado no design e melhorias na preparação de 

materiais que apresentem ambas as propriedades, fluorescente e magnética. Sendo 

assim, a maioria destes trabalhos, tem como meta a obtenção de nanossondas bimodais 

com maior estabilidade físico-química, alta intensidade de fluorescência, resposta 

magnética/relaxométrica eficiente, e elevada especificidade bioquímica (López-Cebral 

et al., 2014), originando sondas multimodais. Na tentativa de obter novas sondas 

bimodais com elevadas propriedades magnético-fluorescentes para aplicações 

biológicas, este trabalho destaca a associação dos QDs às nanopartículas de óxido de 

ferro. 

 

3.4.1 Quantum dots e nanopartículas de óxido de ferro 

  

QDs associados às nanopartículas magnéticas (MNPs) têm despertado grande 

interesse como nova classe de materiais, pois esta associação pode fornecer uma 

combinação das propriedades ópticas dos QDs com as propriedades magnéticas das 

nanopartículas magnéticas em um mesmo material, tornando-os capaz de propiciar não 

só imagens ópticas e magnéticas simultaneamente, como também separação de células e 

terapia por hipertermia (Yang et al., 2008; Liu et al., 2011). Há poucos exemplos de 

imagens multimodais contendo nanopartículas magnéticas, sendo as nanopartículas de 

óxido de ferro superparamagnéticas as mais usadas, uma vez que são aprovadas pela 

FDA como agentes de contraste para IRM (Santhosh e Ulrih, 2013).  

 O material macroscópico (bulk) de óxido de ferro é classificado como um 

material ferromagnético, porque apresenta magnetização permanente, mesmo na 

ausência do campo magnético externo (Gupta e Gupta, 2005; Koktysh et al., 2011). Ao 

diminuir o tamanho das partículas da escala macroscópica para a nanoescala suas 

propriedades físicas e químicas são alteradas. Quando as partículas de óxido de ferro 

são reduzidas a poucos nanômetros (ca. 1 – 100 nm), suas propriedades magnéticas são 

alteradas, devido ao efeito do confinamento quântico e ao aumento da área superficial, 

tornando-as superparamagnética, sendo chamadas de nanopartículas de óxido de ferro 

superparamagnéticas (SPIONs) (Liu et al., 2008; Weinstein et al., 2010; Koktysh et al., 

2011). As SPIONs possuem um estado de magnetização uniforme, o que significa que 

após a remoção do campo magnético externo elas perdem a magnetização, fazendo com 
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que se tornem novamente dispersas no meio, diminuindo, consequentemente, sua 

tendência em aglomerar-se (Yang et al., 2008). As SPIONs possuem um núcleo de 

óxido de ferro, o qual é responsável pela sua propriedade magnética. Os núcleos mais 

comuns de óxido de ferro são a magnetita (Fe3O4) e sua forma oxidada, a maguemita (γ-

Fe2O3). A magnetita é a mais utilizada porque tem uma resposta ferromagnética melhor, 

podendo apresentar uma magnetização de saturação (Ms) de aproximadamente 92-100 

emu.g
-1

 a 25 ºC ou 300 K, enquanto a maguemita apresenta valores de Ms menores em 

torno de 60 – 80 emu.g
-1 

(Gupta e Gupta, 2005). O núcleo é geralmente coberto com um 

polímero biocompatível que protege o mesmo do meio e permite que a nanopartícula 

esteja funcionalizada possibilitando a ligação das SPIONs a outras partículas ou até 

mesmo moléculas (Teja e Koh, 2009). 

 Há várias rotas sintéticas para produção das SPIONs, podendo ser: co-

precipitação de sais de ferro, microemulsão, processos hidrotermais, deposição via 

eletroquímica, processos sol-gel, dentre outros. A metodologia mais utilizada é a co-

precipitação de sais de ferro, isto porque é um método simples, eficiente e de baixo 

custo. Nessa metodologia, sais de ferro em ambos os estados de oxidação (íons férrico e 

ferroso em uma proporção molar de 2:1, respectivamente) são adicionados a uma 

solução alcalina, em atmosfera inerte, e as SPIONs são então obtidas pela precipitação 

(Liu et al., 2008; Teja e Koh, 2009; Mahmoudi et al., 2011). 

 Atualmente, MNPs têm atraído muito a atenção dos pesquisadores devido a sua 

versatilidade de aplicações, que compreendem desde a aplicação em Ciências dos 

Materiais até as Ciências da Vida. Essas nanopartículas têm sido utilizadas em Ciências 

da Vida devido a sua grande versatilidade para aplicações in vivo como, por exemplo 

sendo agentes de contraste em IRM, para terapias via hipertermia e até mesmo 

carreadores de drogas. Entretanto, para serem aplicados, várias caracterizações devem 

ser realizadas, tais como medidas de magnetização de saturação (Ms), a qual indica a 

magnitude de magnetização do material quando submetido a um campo magnético 

externo. Os valores de Ms indicam quão grande é a magnetização do material, 

significando que todos os domínios (núcleos) respondem ao campo, ou seja, estão 

alinhados ao campo magnético externo (Ito et al., 2005; Jurgons et al., 2006; 

Weissleder, 2006; Gupta et al., 2007; Frimpong e Hilt, 2010).  

A eficiência dos ACs é geralmente medida em termos de relaxividade, como 

discutido anteriormente na seção de IRM. Muitos pesquisadores, no entanto, só 

apresentam valores de Ms como método de caracterização de SPIONs. Embora não haja 
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uma correlação entre essas medidas, o que se sabe é que quanto maior a Ms mais haverá 

um aumento do campo magnético local, afetando os prótons da água que estão a sua 

volta melhorando o sinal das imagens por ressonância magnética. Dessa forma, os 

mesmos fatores que afetam a magnetização também afetarão na redução de T2. 

Normalmente é necessário revestir as SPIONs com um polímero para torná-las mais 

biocompatíveis, e até mesmo possibilitar a associação com moléculas ou outras 

nanopartículas. Entretanto, a Ms está também relacionada com a espessura da camada 

de revestimento da superfície do nanomaterial, uma vez que as propriedades magnéticas 

podem ser atenuadas na superfície. Isto acontece, pois, quanto mais próximos as 

moléculas de água do meio externo (bulk) estiverem do núcleo da nanopartícula, melhor 

é a capacidade em reduzir T2. Em outras palavras, quanto menor a espessura da camada 

de revestimento da SPION maior a Ms e consequentemente maior a capacidade em 

reduzir T2. Dessa forma, o revestimento da superfície das nanopartículas de óxido de 

ferro podem também afetar a eficiência na geração de imagens e tem sido observado 

que o contraste em T2 diminui com o aumento da largura da camada de revestimento, 

para as nanopartículas de óxido de ferro. Quando os trabalhos fazem medidas de 

relaxividade, é necessário saber as quantidades e quais os constituintes presentes na 

suspensão, sendo, portanto, realizadas análises de ICP-OES (espectrometria de emissão 

ótica com plasma acoplado indutivamente) ou de FAAS (espectrometria de absorção 

atômica de chama) (Jaganathan e Ivanisevic, 2011; Jańczewski et al., 2011; Merbach et 

al., 2013).  

 

3.4.1.1 Técnicas de conjugação e aplicações de QDs-SPIONs 

 

Já foi demonstrado anteriormente a associação de QDs a SPIONs com o objetivo 

de gerar nanopartículas bimodais (Wang et al., 2004; Wang et al., 2005; Chen et al., 

2014). Entretanto ainda há vários desafios a serem vencidos para se obter nanopartículas 

com alta eficiência, estabilidade e capazes de gerar imagens duais e até realizar terapia. 

Na tentativa de vencer essas dificuldades na produção dessas novas nanossondas, 

usando QDs e SPIONs, muitos pesquisadores tem se preocupado com o melhoramento 

da ligação entre estas nanopartículas. Dessa forma, os estudos incluem metodologias 

para inserir QDs e SPIONs em esferas de sílica (Lu et al., 2007; Pinho et al., 2010), 

micelas (Insin et al., 2008), nanoesferas poliméricas (Ruan et al., 2012), interações 
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eletrostáticas (Thakur et al., 2009; Kale et al., 2011; Santhosh e Ulrih, 2013), por 

ligação covalente, mediada por agentes de acoplamento, como mostra a Figura 17 (Ruan 

et al., 2010; Song et al., 2011). A partir de então, a conjugação covalente será mais 

discutida, pois foi a estratégia utilizada nesta tese, para obtenção de nanopartículas 

bimodais.  

 

Figura 17 – Representação da obtenção de sistemas bimodais a partir da conjugação covalente entre 

nanopartículas magnéticas representada pelas SPIONs e QDs. 

.  

Fonte: O autor. 

 

O primeiro trabalho que descreveu a formação de sistemas bimodais utilizando 

conjugação covalente foi reportado por Wang em (2004). Em seu trabalho, Wang 

utilizou QDs de Seleneto de Cádmio/Sulfeto de Zinco (CdSe/ZnS) e maguemita (γ-

Fe2O3) como núcleo das SPIONs. A partir de então, vários trabalhos têm sido relatados 

para produção de nanopartículas bimodais, na tentativa de diminuir ainda mais os 

tempos de relaxação magnética possibilitando imagens com um maior contraste. 

Entretanto, ainda são poucos os trabalhos que aplicaram essas nanoparticulas bimodais 

em sistemas biológicas.  

Sun e colaboradores (2009) utilizaram o mesmo método de conjugação para 

associar QDs de Telureto de Cádmio (CdTe) a magnetita (Fe3O4). Neste trabalho os 

QDs foram funcionalizados/estabilizados com ácido tioglicólico (TGA) e foram ligados 

a SPIONs revestidas com sílica (SPIONs@SiO2). O sistema bimodal resultante 

apresentou emissão similar aos QDs originais e uma medida de Ms = 2,26 meu.g
-1

, a 

qual foi menor que a Ms das nanopartículas de Fe3O4 originais (Ms = 49,97 meu.g
-1

). O 

tamanho final foi de aproximadamente 30 nm. Em seguida o sistema bimodal 

(Fe3O4@SiO2-CdTe) foi conjugado, utilizando N-hidroxisuccinimida (NHS), ao 

anticorpo anti-CEACAM8, o qual reconhece receptores de antígenos carcinogênico-
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embrionário relacionado a adesão celular da molécula 8 do complexo de 

histocompatibilidade principal. Este receptor, o CEACAM8, também é conhecido como 

CD67. Utilizando essas nanossondas bimodais conjugadas ao anti-CEACAM8 foi 

possível estudar o receptor CEACAM8 em células de adenocarcinoma cervical humano 

(células HeLa). 

Kale e colaboradores (2011) também preparam nanopartículas bimodais 

utilizando CdTe, só que funcionalizados com ácido mercaptopropiônico (AMP) e 

nanopartículas magnéticas (Fe3O4) utilizando a dodecil amina (DDA) como um agente 

de acoplamento. Para isto, os QDs foram preparados na presença da magnetita 

funcionalizadas com DDA. O sistema bimodal apresentou um rendimento quântico 

aproximado de 18% em água. CdTe-Fe3O4 apresentaram uma Ms = 44 emu.g
-1

, 

enquanto que a magnetita apresentava antes da conjugação uma Ms = 62 emu.g
-1

. As 

nanopartículas bimodais (CdTe-Fe3O4) foram posteriormente conjugadas com anticorpo 

anti-EGFR (anti – receptor do fator de crescimento epidermal) e o sistema multimodal 

foi então utilizado para separação específica e para obtenção de imagem de linfócitos T 

leucêmicos (Molt-4), utilizando uma suspensão de células mistas composta por Molt-4 e 

células leucemia mielogênica (K562). Esta separação específica foi possível uma vez 

que o receptor do fator de crescimento epidermal é altamente expresso nas células Molt-

4, enquanto que as células de origem mielóide não expressam esse receptor. Os 

resultados mostraram que estas nanopartículas bimodais mostraram um excelente 

potencial para separação magnética e aquisição de imagens fluorescentes para um tipo 

específico de células, as Molt-4. 

Koktysh e colaboradores (2011) prepararam nanopartículas bimodais utilizando 

QDs funcionalizados com glutationa (GSH) e Fe3O4 funcionalizadas com Dextran, o 

qual é biocompatível e comumente utilizado para aumentar a retenção de ACs no 

sangue. Os pesquisadores utilizaram dois tipos de QDs, o CdTe/CdS com emissão no 

visível (600 nm) e CdHgTe/CdS com emissão no infravermelho próximo (NIR – 800 

nm). De acordo com as imagens de microscopia eletrônica de transmissão, as 

nanopartículas bimodais apresentaram tamanho aproximado de 7,8 nm. Além disso, 

análises da composição do material por plasma acoplado indutivamente (ICP) 

confirmaram a presença de Fe > 80% e Cd > 13% e a caracterização óptica não indicou 

alterações significativas no perfil espectroscópico. Os autores indicaram não haver 

toxicidade das partículas em ratos. As imagens ex-vivo mostraram que as partículas se 

acumularam no pulmão e subsequentemente nos linfonodos. No fim, os autores 
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afirmaram que essas nanopartículas bimodais são um sistema combinado que pode ser 

usado simultaneamente para imagens por ressonância magnética e ópticas.  

Vários trabalhos relatam uma diminuição da Ms após a conjugação dos QDs às 

nanopartículas bimodais, como detalhado na Tabela 1, na qual podemos observar as 

estratégias de conjugação, o tamanho da nanossonda bimodais e as medidas de Ms. Vale 

a pena ressaltar que a maioria destes trabalhos, encontrados na Tabela 1, não aplicaram 

esses sistemas em Ciências da Vida, entretanto apresentaram esses sistemas como 

sondas potenciais para serem aplicados em nessa área. Por outro lado, alguns trabalhos 

que aplicaram biologicamente os sistemas bimodais não apresentaram valores de Ms. 

 

Tabela 1 – Valores de Ms das MNPs antes e após a conjugação covalente com QDs. 

Estratégia 

de síntese 

Composição das 

nanoparticulas 

bimodais 

Tamanho 

(nm) 

Ms das 

MNPs 

(emu.g-
1
)
 [a]

 

Ms da 

nanopartícula 

bimodal 

(emu.g-
1
)
[a]

 

Citação 

Ligação 

covalente 

Fe3O4@SiO2-

CdSe/ZnS 25 67.7 2.38 

(Zhang 

et al., 

2008) 

 

Fe3O4@SiO2-CdTe 30 40.97 2.26 

(Sun et 

al., 

2009) 

 

SPION-CdS 100 55 9.5 

(Thakur 

et al., 

2009) 

 

Fe3O4- CdTe/CdS 11 62 44 

(Kale et 

al., 

2011) 

 

3.5 TRANSFERRINA 

 

Desde que a transferrina foi descoberta, cerca de 50 anos atrás, várias pesquisas 

têm sido realizadas para entender como essa biomolécula medeia a internalização do 

ferro nas células de vertebrados (Li e Qian, 2002; Li et al., 2002). A transferrina é uma 

glicoproteína do tipo β-globina, da família das proteínas ligantes de ferro, possui cerca 

de 600-700 aminoácidos e tem peso molecular de 80 KDa, aproximadamente (Chung, 

1984; Li e Qian, 2002). Ela está presente no plasma sanguíneo, controlando os níveis de 

ferro nos sistemas biológicos, pois se ligam com alta afinidade, mas reversivelmente a 

esses íons (Fe
3+

). Entretanto, quando a transferrina não está ligada a íons Fe
3+

 é 

conhecida como Apotransferrina (Apo-Tf), e não tem afinidade pelo seu receptor, por 
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outro lado quando está ligada a íons Fe
3+

 a transferrina recebe o nome de holo 

transferrina (Holo-Tf) e possui alta afinidade pelo seu receptor. 

O receptor de transferrina (TfR) também conhecido como CD71, o qual 

promove a entrada intracelular da Holo-Tf (Daniels et al., 2012), tem sido encontrado 

em vários tipos celulares, como em hemácias, hepatócitos, monócitos, células cerebrais, 

em alguns insetos e bactérias (Schryvers et al., 1998). O receptor de transferrina tem 

sido identificado através de estudos utilizando anticorpos monoclonais e já foi bastante 

caracterizado a partir de inúmeras técnicas bioquímicas e de biologia molecular. O 

primeiro receptor a ser identificado (TfR1) está relacionado com a captação intracelular 

de ferro e com a regulação do crescimento celular, sendo sua expressão acentuada em 

células com alta taxa de proliferação. Já o segundo receptor identificado (TfR2) é 

expresso principalmente em tecidos responsáveis pelo metabolismo do ferro, tal como 

no fígado e intestino (Tortorella e Karagiannis, 2014).  

Como mencionado no parágrafo anterior, o TfR1 tem sua expressão acentuada 

em células com alta taxa proliferativa (Tortorella e Karagiannis, 2014). Dessa forma, 

células cancerígenas podem ter uma maior expressão desse receptor, atribuída aos altos 

níveis metabólicos e de crescimento celular (Huebers e Finch, 1987). Parece haver  

também uma correlação entre os níveis de expressão do TfR e o nível de malignidade 

do tumor. Isto já foi determinado em vários tipos de cânceres, tais como mama, linfoma 

Hodking e leucemia linfocítica crônica (Singh et al., 2011). Esta alta expressão em 

células cancerígenas faz com que esse receptor seja bastante estudado (Daniels et al., 

2012).  

Este receptor é sintetizado no retículo endoplasmático (Li e Qian, 2002; Qian et 

al., 2002) e expresso na membrana celular. Após a ligação da Holo-Tf ao TfR este é 

endocitado. O principal mecanismo de captação do ferro é feito por endocitose mediada 

via clatrina (proteína de membrana responsável pela formação de vesículas 

membranosas em células de vertebrados) (Tortorella e Karagiannis, 2014). Após a 

endocitose, e em pH ácido, o Fe
3+

 é reduzido a Fe
2+

 e é, portanto, liberado pela Holo-Tf 

e externalizado do endossoma pelo transportador de metais bivalentes (DMT1). Estudos 

realizados (Mayle et al., 2012; Tortorella e Karagiannis, 2014) identificaram que após a 

endocitose o TfR pode ter duas vias distintas. A primeira delas envolve a reexpressão 

(recycling) deste receptor na membrana das células. A outra via afirma que o receptor 

pode ser degradado por complexos lisossomais (Tortorella e Karagiannis, 2014). 

Entretanto a Apo-Tf retorna a membrana celular externa, e ao encontrar íons Fe
3+

, em 
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pH próximo do neutro, ligam-se a estes se iniciando um novo ciclo (Qian et al., 2002), 

como pode ser observado na Figura 18. 

Com o avanço da nanotecnologia, o TfR tem sido bastante utilizado como 

potencial via para melhoramento da terapia e dos procedimentos diagnósticos 

relacionados ao câncer, pois este receptor pode ser uma via de entrada de fármacos 

dentro das células cancerígenas. Para a entrega dos fármacos, os sistemas mais 

empregados são lipossomas (Li et al., 2002; Zhai et al., 2010), nanopartículas metálicas 

(Wiley et al., 2013; Dixit et al., 2015) e nanopartículas magnéticas (Ding e Guo, 2013). 

Estes sistemas têm sido funcionalizados com transferrina para ligar-se especificamente 

ao seu receptor e melhorar técnicas de diagnóstico, bem como, a eficiência dos 

quimioterápicos, uma vez que as células cancerígenas podem ter a expressão desse 

receptor aumentada na membrana. Portanto, estudos relacionados ao TfR podem 

fornecer um melhor entendimento da biologia celular do câncer e também ajudar a 

melhorar o tratamento dessa doença. 

  

Figura 18 – Captação do ferro pelas células de vertebrados. 

 
Fonte: Adaptada de Qian et al., (2002). 

  

 A maioria dos trabalhos que envolvem o estudo desse receptor utilizam métodos 

de biologia molecular para identificá-lo e investigar a sua expressão nos mais diversos 

tipos de células. Entretanto, através dessa técnica não é possível estudar a internalização 

desse receptor, nem o tráfego no interior das células, nem a sua quantificação na 

membrana (Ponka e Lok, 1999; Yoon et al., 2009). Isso é possível através de técnicas 

baseadas em fluorescência, pois possibilitam a identificação, quantificação e a 
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investigação da distribuição intracelular do TfR com alta especificidade e sensibilidade 

complementando as análises de biologia molecular (Jing et al., 2014). 

Dentro desse contexto, a transferrina pode ser conjugada aos QDs para 

quantificar e estudar o tráfego desse receptor em diversos tipos de células cancerígenas. 

Além disso, esta proteína pode ser utilizada como molécula direcionadora no 

desenvolvimento de agentes de contraste multimodais. Dessa forma, esses estudos 

podem servir como guia para fins diagnósticos e também terapêuticos, que utilizem o 

TfR como porta para a entrega intracelular de fármacos (Cabral Filho et al., 2016). 
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1. Fourier Transform Infrared (FTIR) 

The FTIR spectra of all the magnetic nanomaterials are presented in Figure S1. The 

absorption bands at around 625 and 580 cm
-1

 are characteristic of the Fe-O bond.
1
 and the bands 

near 3383 and 1620 cm
-1

 are ascribed to the OH-stretching bands of water adsorbed on the 

surface.
2
 The addition of APTES molecules onto the surface of magnetic nanoparticles was 

confirmed by the presence of a band at 1010 cm
-1

 (broad) that corresponds to siloxane (Si-O-Si) 

stretching. The bands near 1111 and 1049 cm
-1

 which are related with the Si-O-Si and SiO-H 

groups were not observed 
1
. It’s important to mention that the main band responsible for the 

covalent binding between APTES and iron oxide nanoparticles cannot be observed in Figure S1. 

The reason for this is the overlap of the bands for the Fe-O-Si bonds (584 cm
-1

) and the Fe-O 

bonds (580 cm
-1

) of iron oxide nanoparticles.
3, 4

 In addition, N-H stretching vibration and NH2 

stretching were also observed at 3362 and 1621 cm
-1

, respectively.
5
 The FTIR spectrum profile 

of the MSA-CdTe QDs conjugated onto iron oxide nanoparticles (Fig. S1c) was very similar to 

the other magnetic systems (Fig. S1a and b).  

 

 

Fig. S1 FTIR spectra of (a) bare FF, (b) FF-APTES and (c) BNPs system; highlighting 

characteristic vibration bands of the magnetic nanomaterials with short dash lines.  
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2. Mössbauer spectroscopy 

 

The Fig. S2 shows the hyperfine field distributions for all magnetic nanosystems.  

 

Fig. S2 Hyperfine magnetic field distributions resulting from the fitting to spectra shown in Fig. 

4. Curves (a), (b) and (c) correspond to samples: bare FF, FF-APTES and BNPs, respectively. 
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3.  Magnetization (H) 

 

The Fig. S3 presents the saturation magnetization for all magnetic samples at 2 K. 

 

 

 

Fig. S3 M(H) loops between  -50 kOe and +50 kOe at 2 K of the (a) bare FF, (b) FF-APTES 

and BNPs; inset: magnified M(H) curves near the coercive field. The magnetization values of 

the curves are raw data, not yet corrected for the small organic content of the samples. 
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4. Thermogravimetric analysis (TGA) 

 

The amount of ligands adsorbed on the nanomaterials surface was quantified by TGA. 

The thermograms of the three samples (Fig. S4) reveal the existence of several main weight loss 

steps. For the FF system, a continuous small weight loss was observed upon heating up to 550ºC 

(3.7% weight loss), the mass remaining constant from 550ºC up to 900 ºC. For the FF-APTES, a 

continuous small weight loss was observed upon heating up to 550ºC (4.5% weight loss), the 

mass increasing slightly (0.5%) from 550ºC up to 900 ºC. For the BNPs system there are three 

steps: (i) the first occurs in the range of 50–160 ºC and is related with the removal of 

physisorbed water and surface hydroxyl groups; (ii) the second and most significant weight loss 

occurs in the range of 160-400 ºC being assigned to the depletion of physisorbed ligands; and 

(iii) the third weight loss occurs up to 800 ºC being ascribed to the thermal decomposition of 

molecules chemically bound to the particles surface. 
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Fig. S4 Thermogravimetric curves of (a) FF, (b) FF-APTES and (c) BNPs performed under N2 

atmosphere. 
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5. Relaxometric characterization for the BNPs system 

 

The Fig. S5 shows a linear dependence between the inverse proton relaxation times and 

the iron concentration.  

 

 

 

Fig. S5 Plots of R1 (1/T1) (top) and R2 (1/T2) (bottom) vs. Fe concentration for BNPs at 20 MHz 

and room temperature, and the corresponding linear regressions.  
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Table S1. Cell parameters and particle size of the nanostructured magnetic systems by full 

pattern profile refinement (Pawley method) - XRD analysis. The volume-weighted thickness 

(Lv), weighted pattern reliability factor (Rwp) and all other quantities in the table are given as 

defined by the TOPAS refinement program.
6
 

Magnetite (SG: Fd3m, a = 8.396 Å) 

Sample FF 

a = 8.3594(7) Å 

DXRD = 15.0(1) 

Lv = 9.56(4) 

Rwp = 3.817 % 

Sample FF-APTES 

a = 8.3595(5) Å 

DXRD = 15.3(1) 

Lv = 9.75(6) 

Rwp = 4.278 % 

Sample BNPs 

a = 8.3594(7) Å 

DXRD = 15.0(1) 

Lv = 9.57(4) 

Rwp = 3.821 % 
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Abstract: 

We developed a multimodal nanoprobe by conjugating optical-magnetic nanoparticles 

(BNPs) with the holo-human transferrin (Tf) to target the Tf receptor (TfR) in cancer 

cells. The BNPs-Tf were obtained by covalent coupling between iron oxide magnetic 

nanoparticles, functionalized with an amino silane agent, and hydrophilic carboxyl-

coated CdTe quantum dots, which were further covalently conjugated to Tf. BNPs-Tf 

were characterized by emission spectroscopy and the bioconjugation efficiency was 

evaluated by fluorescence microplate assay (FMA). Moreover, the amount of Tf 

immobilized on BNPs was quantified by fluorescence, and the magnetic properties of 

these new systems were assessed by relaxometric measurements. The FMA results 

confirmed an efficient bioconjugation and the spectroscopy analyses indicated that 

practically all Tf (ca. 98%) was immobilized on BNPs. The multimodal nanoprobes 

also presented a bright fluorescence and an r2 = 64 mM
-1

 s
-1

, around 105% higher than 

for bare BNPs. Besides, the BNPs-Tf labeled, efficiently and specifically, the TfR in 

HeLa cells and presented a low cytotoxicity. Therefore, our BNPs-Tf showed to be 

promising multimodal nanoprobes, for fluorescence analyses and T2-weighted images, 

with potential to be applied in, in vitro and in vivo studies, focusing the biology, 

diagnostic and therapeutics of cancer. 

Keywords: bimodal nanoparticles, superparamagnetic, fluorescence, magnetic, 

transferrin, receptor. 
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1 INTRODUCTION 

The design of multimodal nanoparticles, that simultaneously contain more than 

one functional property, is a recent research area and presents a high potential for 

biomedical applications [1], such as: (i) the improvement of the cancer biology 

comprehension, (ii) the development of early diagnosis methods, and (iii) the 

establishment of alternative, as well as, more effective types of therapies [2]. These new 

nanotools usually join, at least,  the properties of two different techniques, being the 

most applied systems designed to combine the advantages of fluorescence analyses and 

magnetic resonance images (MRI) [3-5]. Fluorescence techniques provide a high 

specificity, by identification and quantification of biomolecules [6], while the resonance 

magnetic signal allows the acquisition of images with high anatomic details in deep 

biological tissues [7-9].  

The specificity of fluorescence techniques is dependent on the use of optical 

probes, such as the quantum dots (QDs). These fluorescent semiconductor nanocrystals 

have been extensively applied in the biomedical area due to their unique properties, 

compromising: a narrow emission spectrum, a broad absorption band and a high 

resistance to photobleaching [10-14]. Furthermore, QDs present an active surface, 

allowing their conjugation with a variety of biomolecules [10, 12], drugs and other 

nanosystems, like as the superparamagnetic iron oxide nanoparticles – SPIONs [1, 15]. 

The magnetic properties of SPIONs, as well as their low toxicity, have made them a 

very used negative contrast agent in MRI [16, 17]. Moreover, SPIONs have also been 

applied for cell separation and for promoting therapy by hyperthermia [18]. 

The association of QDs and SPIONs, for obtaining bimodal nanoparticles 

(BNPs), is in focus and has been attracted the attention of researchers at different areas, 

in an attempt to overcome the challenges related to their design, which aim optimizing 

their complementary optical-magnetic properties, as well as bioconjugation processes 

for specific labeling, in order to generate versatile multimodal nanoprobes [1, 3, 19, 20]. 

The holo-human transferrin (Tf) is as single-chain β-globin glycoprotein, which 

binds to a cell surface receptor (TfR) that can be overexpressed in human carcinomas, 

including breast, ovary, cervical, and brain cancers [21-23]. Thus, the Tf has been 

widely applied as a cancer cell target for improving therapies, mainly those ones based 

on specific drug delivery nanosystems [21]. The TfR (CD71 receptor) promotes the 

cellular uptake of the ferric transferrin [24] by a clathrin-mediated endocytosis [25] and 

has been stated as one of the most fundamental receptors to the cell metabolism [21]. 
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In this context, the aim of this work was the conjugation of BNPs to Tf, followed 

by application of these multimodal nanoprobes as TfR specific label in cancer cells. 

Here, HeLa cells (epithelial cervical carcinoma) were used as a model, because their 

TfRs were already extensively studied [22, 23, 26]. The BNPs were obtained by 

covalent coupling between superparamagnetic magnetite nanoparticles, functionalized 

with an amino silane agent, and hydrophilic carboxyl-coated CdTe QDs[15], which 

resulted in a nanosystem of ca. 17 nm diameter. The BNPs were then further covalently 

conjugated to Tf. An effective bioconjugation was confirmed by fluorescence 

microplate assay and the labeling specificity was corroborated by TfR saturation 

experiments. To our knowledge, this is the first work that prepared BNPs to target 

specifically the TfR and tested their toxicity against HeLa cells. The nanosystems 

showed a bright fluorescence and potential to be applied as contrast agents to T2-

weighted MRI. Thus, we believe that the BNPs-Tf are promising multimodal 

nanoprobes for developing in vitro and in vivo studies, related to the biology, diagnostic 

and therapeutic of cancer. 

 

2 EXPERIMENTAL PROCEDURES 

 

2.1 Bimodal Nanoparticles Synthesis and Conjugation with Transferrin 

 Bimodal nanoparticles (BNPs) and QDs were synthesized according to a work 

previously published by some of us [15]. Briefly, after the synthesis of 

superparamagnetic nanoparticles (MNPs), they were functionalized with (3-

aminopropyl)triethoxysilane (APTES). Cadmium Telluride (CdTe) QDs were 

synthesized using the mercaptosuccinic acid (MSA) as functionalizing/stabilizing agent 

in a proportion of 5:1:6 (Cd:Te:MSA). Then, QDs (0.8 µM) and MNPs-APTES (0.1 

μM) were conjugated by covalent binding using 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC, at a final concentration of 4.4 mg·mL
-1

) and 

N-hydroxysulfosuccinimide sodium salt (Sulfo-NHS, at a final concentration of 5.5 

mg·mL
-1

) to reach a proportion of ca. 8 QDs per MNPs.  

After the BNPs preparation, they were conjugated with holo-transferrin human 

(Tf – Sigma-Aldrich), following a procedure, previously reported by some of us, with 

few adaptations [23]. In that work we applied the conjugates, in a proportion estimated 

as 2 Tf molecules per QD, to study and quantify the transferrin receptors (TfRs) in 

HeLa and glioblastoma cells (U87 and DBTRG). Thus, here, we choose to test the 
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proportions of 2 and 4 Tf molecules per QDs for the multimodal nanoparticles 

preparation (BNPs-Tf). For this, we used a super-strong neodymium magnet, also 

known as NdFeB, to concentrate the BNPs recently prepared in 3x, obtaining a final 

volume of 2 mL with a concentration of 0.1 μM, approximately. Then, BNPs were 

conjugated with 194 μL or 388 µL of Tf (1 mg∙mL
-1

), without any further addition of 

the coupling agents (EDC and Sulfo-NHS), since QDs carboxylic groups were already 

actived in the bare BNPs preparation. As it was estimated that the ratio of QDs per 

MNPs was 8:1 [15], we assumed that the bimodal nanoparticle concentration was the 

same as the MNPs, which correspond to the core of the BNPs. Both BNPs-Tf systems, 

after preparation, remained for 2 h under stirring in a Mini Rotator Bio RS-24 (BioSan) 

and, then were reserved at 4 ºC until application.  

 

2.2 Fluorescence Characterization of BNPs and BNPs-Tf 

 In order to evaluate the fluorescent properties before and after the conjugation, 

bare BNPs and BNPs-Tf were optically characterized by emission spectroscopy carried 

out in a spectrometer LS 55 (PerkinElmer) at λexc = 488 nm. For this, systems were 

washed by the NdFeB magnet and diluted at the proportion of 1:10 (v/v) in ultrapure 

water. 

 

2.3 Bioconjugation Confirmation 

The bioconjugation was evaluated by fluorescence microplate assay (FMA) [27], 

with some adaptations. This method is based on the presence or absence of fluorescence 

signals from samples placed in a fluorescence plate reader. For this, the systems, 

described as follows: Control 1: Tf; Control 2: bare BNPs; and the conjugates (BNPs-

Tf) were placed in a polystyrene microplate (black 96-well Optiplate F HB microplates; 

PerkinElmer). All systems were added in quintuplicate and the microplate was 

incubated for 2 h in an incubator (water bath, humid chamber) at 37 °C. After 

incubation, the microplate was washed three times with ultrapure water (18.2 MΩ). 

In this method, as bare BNPs do not have an affinity for polystyrene, they are 

removed after washing. The bare proteins are not removed, however, they do not 

present significative fluorescence under the conditions used in the experiments. Thus, 

only bioconjugates are able of showing a significantly detectable signal. For this reason, 

bare BNPs and proteins were used as controls and the BNPs-protein conjugates were the 
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systems tested. The intensity of the detected signal is proportional to the bioconjugation 

efficiency: as higher as the signal, more efficient is the bioconjugation. 

Fluorescence measurements were performed using a WALLAC 1420 plate 

reader with the Victor
2
 software (PerkinElmer). The excitation band pass filter used was 

the F405 (405 nm/5 nm) and the emission band pass filter was the F595 (595 nm/30 

nm). The acquisition time was 1 second. The lamp was set to 20,000 and normal slits 

were used to excite the samples and collect the emission. 

The relative fluorescence intensity (RF) of bioconjugates was calculated by 

using the following Equation 1: 

                         Eq. 1 

where, ―Bioconjugates FL‖ is the average fluorescence intensity of the BNPs–Tf 

conjugates and ―Control FL‖ is the average of controls signal. According to Carvalho et 

al. [27], the bioconjugation is considered efficient when the systems show an RF higher 

than 100% compared to their controls. Using this methodology, we also analyzed the 

role of the Tf amount, applied in the experiments, in the bioconjugation process. 

 

2.4 Transferrin Quantification 

 We used the autofluorescence of the holo-Tf to quantify the protein amount 

bounded to BNPs by emission spectroscopy. The experiments were performed in a 

spectrometer LS 55 (PerkinElmer) at λexc = 280 nm. The fluorescence was collected at 

340 nm [28]. After the conjugation, we washed the BNPs-Tf using the NdFeB magnet 

and the supernatant was used to quantify the Tf amount that was not bound on the BNPs 

surface. For this, firstly we built a calibration curve by using known concentrations of 

Tf (81, 40.5, 20.2, 10.1, 5.0, 2.5 and 1.25 μg∙mL
-1

). We choose to use Tf fluorescence 

properties to quantify the amount of biomolecules immobilized on the BNPs, because 

other protein quantification procedures, such as colorimetric assays, usually apply 

reagents that can interact with some components used to the BNPs preparation, resulting 

in unreliable data [29, 30]. 
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2.5. Iron Concentration Measurements 

The iron concentration of the colloidal systems was determined by Flame 

Atomic Absorption Spectrometry (FAAS) using an atomic absorption spectrometer 

(SpectrAA 220 IFS, Varian) equipped with an air-acetylene flame (air and acetylene 

flow rate: 13.5 and 2.0 L∙min
-1

, respectively). For the analysis, the following conditions 

were used: iron hollow-cathode lamp as radiation source; wavelength: 372.0 nm; lamp 

current: 5.0 mA; slit width: 0.2 nm.  

 

2.6. Nuclear Relaxation Times Measurements 

The proton water transverse relaxation time (T2) of bare BNPs and BNPs-Tf 

were measured in a Varian Unity Plus spectrometer at high magnetic fields (300 MHz, 

7.05 T, 25 
o
C). Before T2 analyses, the samples (bare BNPs and BNPs-Tf) were washed 

twice to remove any residual compounds came from the nanosystems preparation and, 

then, they were diluted 20x in ultrapure water. The systems presented a final pH of 6.0, 

approximately. 

 

2.7. Cell Culture 

HeLa cells (human epithelial cervical carcinoma) were obtained from the 

American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA) and cultured in Dulbecco's 

modified Eagle's medium with high glucose (DMEM — Sigma-Aldrich) supplemented 

with 10% of fetal bovine serum (FBS - Gibco), 100 mg·mL
−1

 of streptomycin and 100 

units·mL
−1

 of penicillin (Sigma-Aldrich) at 37 °C in a humidified atmosphere with 5% 

CO2. When HeLa cells reached 90% confluence in the culture flask, they were detached 

with 0.25% of trypsin (Sigma-Aldrich) in Dissociation Buffer (Gibco).  

 

2.8 Labeling HeLa cells with BNPs Conjugated to Transferrin 

We used HeLa cells as a model, because they have the TfR extensively studied 

[22, 23]. For evaluating the specific labeling of TfR in these cells, firstly, we blocked 

the activated carboxylic groups of the BNPs-Tf system by using TRIS Base 0.1 mM in a 

proportion of 5:2 (BNPs-Tf:TRIS, v/v) for 2 h.  

The cells were then seeded, and incubated for 24 h, in a 6-well plate (2.0 x 10
5
 

cells/well — Greiner Bio One Cellstar
®
) for flow cytometry studies and in a 1-well 
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plate (1.0 × 10
5
 cells/well — Greiner Bio One Cellstar

®
) for fluorescence microscopy 

analysis. After the adhesion period, for both flow cytometry and microscopy analyses, 

cells were washed with phosphate buffered saline (PBS 1× – from now on named as 

PBS) and the following experimental conditions were assayed: (A) only cells (control); 

(B) BNPs-Tf (1:20 v/v ~ 6 nM) and (C) BNPs-Tf (1:10 v/v ~ 12 nM). After 40 min of 

incubation at 37 °C, under conditions A, B and C, cells were also washed with PBS 

before the analyses to remove any residual non-specific labeling on cell surfaces. 

The percentage of labeled cells was determined by flow cytometry (Accuri™ C6 

Flow Cytometer, Becton Dickinson). In these studies, HeLa cells, after incubation, were 

detached from the 6-well plate by using trypsin 0.25% in Dissociation Buffer followed 

by trypsin inactivation with DMEM, and then placed in suspension. The cell 

suspensions were further washed 3 times with PBS and pelleted by centrifugation at 

1200 ×g, 30 s (MiniSpin — Eppendorf). Around 10,000 events were acquired for each 

experimental condition at 488 nm excitation. The emission was detected with the band 

pass filter 675/25 nm (FL4) and the collected data were processed by the Accuri™ C6 

Software (Becton Dickinson). 

Cells after incubation with the systems, as described above, were also observed 

under fluorescence microscopy (DMI 4000 Leica). In this analysis, it was used the 

excitation band pass (BP) filter at 560/40 and the emission BP filter at 645/75 nm (TX2 

filter). 

In order to confirm the specificity of the labeling, as well as the efficiency of the 

bioconjugation, cells were also incubated with an excess of free holo-transferrin human 

(at a final concentration of 5 mg·mL
−1

) for 30 min at 37 °C, aiming the TfRs saturation 

[23, 31]. After this, cells were also incubated with the BNPs-Tf at final concentrations 

of (D) 6 nM and (E) 12 nM, for 40 min, and then the systems were washed and 

analyzed by flow cytometry and fluorescence microscopy, at the same conditions 

presented before. 

 

2.9 Cell Viability Assay 

 For the viability assay, cells were seeded into a 24-well plate (2.0 x 10
4
 

cells/well - Greiner Bio One Cellstar
®
) during 24 h for adherence. After this time, cells 

were washed and incubated with the systems to evaluate the viability for 24 h of 

incubation by using the resazurin assay [32]. For this, cells were incubated in triplicate 

with 5 different concentrations of QDs, bare MNPs-APTES and bare BNPs, as 
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summarized in Table 1. Furthermore, we also tested the cell viability against BNPs-Tf 

and the concentrations tested are also described in Table 1. In this case, the 

concentrations were choose according to the amount of BNPs-Tf necessary for 

obtaining a successful specific labeling of HeLa cells and also considering the 

concentrations with lower cytotoxic effect caused by bare BNPs. Moreover, the tested 

concentrations of bare QDs were higher than those for MNPs, because the BNPs are 

formed by 8 QDs to 1 MNP. 

All samples were diluted with PBS. Thus, the negative control was consisted of 

DMEM plus PBS. After 24 h, cells were washed with PBS and then incubated with 400 

μL of resazurin (3 μg∙mL
-1

) for each well. After 45 min of resazurin incubation, 200 μL 

of the supernatant was transferred to a 96-well plate (Greiner Bio-One Cellstar
®
) and 

then absorption analyses were performed in a μQuant
TM

 microplate spectrophotometer 

(BioTek) equipped with Gen5 2.06 software. The reading proceeded at two wavelengths 

(570 nm and 600 nm), which corresponding to the oxidized form of resazurin (600 nm) 

and to the reduced form, the resorufin (570 nm).  

We used the resazurin assay because it has some advantages when compared to 

other cell viabilities assays, such as the MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazolium Bromide], as following described: (1) cells keep alive and can be 

reused for other experiments, such as microscopy, if necessary and, (2) nanoparticles 

that remain inside the cells, or possibly adhered to the plates even after washing, are not 

detected in the absorbance readings, avoiding false results. 

Cell viability was calculated according to the Equation 2, and reproduced by 

three independent experiments: 

 

          Eq. 2 

 

Table 1 – Concentrations of the systems tested in the cell viability assay by resazurin 

method. 

             Samples 
MNPs-APTES    

(nM) 

QDs  

(nM) 

BNPs  

(nM) 

BNPs-Tf 

(nM) 

1 50 420 50 25 

2 25 210 25 12.5 

3 12.5 105 12.5 6.3 

4 6.3 52 6.3 3.1 

5 3.1 26 3.1 1.6 
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2.10 Statistical Analysis 

 The statistical analyses were performed using the software GraphPad Prism and 

the appropriated statistical method was evaluated for each analysis. For the viability 

assay we used one-way ANOVA since the data follow a normal distribution, and for the 

FMA was used the Wilcoxon test. 

 

3 RESULTS 

 

3.1 Optical Characterization 

 The first characterization of bare BNPs and BNPs-Tf suspensions were 

performed in glass cuvettes (Figure 1). After dilution in ultrapure water, in a proportion 

of 1:10 (BNPs/water or BNPs-Tf/water - v/v – Figure 1A), we observed a homogeneous 

suspension for both systems. Furthermore, by using a UV light (λexc = 365 nm – Figure 

1B), it was possible to verify the bright fluorescence in the red region for both samples. 

When the same suspensions were submitted to the super-strong NdFeB magnet, it was 

observed the attraction of bare BNPs and BNPs-Tf by the external magnetic field 

(Figure 1C). Both systems were strongly attracted by the magnet and, after removing 

the NdFeB, the bare BNPs and BNPs-Tf were easily maintained in suspension again.  

Moreover, it was also possible to infer that all QDs were bonded to MNPs, since 

their fluorescence was not observed in the supernatant (Figure 1C, left) after BNPs 

attraction by the NdFeB, as some of us have already demonstrated, by absorption 

electronic spectroscopy analysis, in previous study [15]. We use only one BNPs-Tf 

system (Figure 2C), as a representative sample, but both BNPs-Tf nanoparticles (388 μL 

and 194 μL of Tf) presented the same behavior that was observed for bare BNPs (Figure 

1C, right). 

 

Figure 1 – Visual characterization of bare BNPs (1) and BNPs-Tf (2). In (A): images of the suspensions. 

In (B): suspensions under λexc = 365 nm. In (C): using a magnet NdFeB to attract bare BNPs and BNPs-Tf 

nanoparticles, also under λexc = 365 nm. 
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According to the emission spectroscopy analysis, bare BNPs and both BNPs-Tf 

systems (194 μL or 388 μL) showed a maximum intensity peak at ca. 638 nm, under λexc 

= 488 nm, as shown in Figure 2 (this wavelength was chosen, because it was the one 

applied for cell characterizations). These results suggest that the conjugation of BNPs to 

Tf practically did not change their optical properties when compared with bare BNPs. 

Furthermore, the full width at a half maximum (FWHM) for both systems was similar, 

ca. 48 nm. 

Previously published works, applying different QDs types (such as organic CdSe 

or CdTe nanocrystals) to obtain BNPs, also using other procedures, demonstrated 

changes in the fluorescence profile (spectral shift and marked decrease of emission 

intensity), after conjugation with biomolecules, such as, antibodies or other proteins [4, 

18, 33]. Therefore, our results demonstrated that the amount of Tf conjugated to BNPs 

was not sufficient for promoting considerable modifications in the emission spectrum 

profile and BNPs-Tf present a bright fluorescence as confirmed by Figure 1C. 

 

Figure 2 – Optical characterization of bare BNPs (full line) and BNPs-Tf (blue and red lines). We used 

λexc = 488 nm. 

 

3.2 Bioconjugation Confirmation 

 Fluorescence microplate assay (FMA) results are presented in Figure 3 as the 

average of fluorescent signals of quintuplicate wells for controls and conjugates. After 4 



108 

 

days of the bioconjugation, BNPs-Tf (194 μL) presented an average signal of 3135 ± 

961 arbitrary units, while BNPs-Tf (388 μL) showed a significant increasing in the 

detected photoluminescence, 18492 ± 843 arbitrary units, comparing to the controls 

signal of 241 ± 53 arbitrary units. These results, obtained in the microplate assay, 

correspond to relative fluorescence (RF) of 1202% and 6035%, respectively. According 

to Carvalho et al. [27], BNPs were successfully conjugated to both Tf amounts, since 

the RF values were higher than 100%. However, the system with the higher Tf amount 

presented a more efficient bioconjugation. Thus, we choose from now to use this system 

(with 388 μL of Tf) for further characterizations, as well as, for labeling the TfR in 

cancer cells. 

 

Figure 3 – FMA average signals for BNPs-Tf (194 μL and 388 μL) and their controls (only Tf and bare 

BNPs). Statistical analyses was performed by Wilcoxon test **p < 0.01. 

 

3.3 Transferrin Quantification 

 We performed a calibration curve, as showed in Figure 4 (R
2
 = 0.99065), and 

according to it, the Tf amount (detected in the supernatant) that remained not bound to 

BNPs after conjugation was 2.9 μg∙mL
-1

 (0.04 μM). Therefore, since the final Tf 

concentration, applied to prepare the system BNPs-Tf with 388 μL Tf, was 162 μg∙mL
-1

 

(ca. 2.2 μM), the immobilization efficiency was better than 98%. Moreover, these 

results indicate that this system was consisted of ca. 4 Tf molecules per QD used for the 

BNPs-Tf preparation. 
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Figure 4 – Calibration curve for transferrin by using fluorescence spectroscopy, intensity vs. 

concentration. 

 

3.4 Relaxometry  

 Relaxometric measurements were performed at 300 MHz (7.05 T) for bare 

BNPs and BNPs-Tf and are summarized in Table 2. The transverse relaxivity (r2) values 

were obtained according to the Equation 3 [34, 35]:  

                                            Eq. 3 

where, T2,obs is the transverse relaxation time measured experimentally in the presence 

of the magnetic nanomaterial, T2,0 is the transverse relaxation time related to the 

diamagnetic water contribution in the absence of the contrast agent and [Fe] is the iron 

concentration (in mM). According to the FAAS measurements, we estimated the BNPs 

and BNPs-Tf original concentrations as approximately 4.0 mM. 

We can observe in Table 2 the transverse relaxation rate (R2) obtained 

experimentally for bare BNPs and BNPs-Tf. We also calculated the Fe amount in the 

samples, after dilutions (20x – see Experimental Procedures section), based on the 

concentrations determined by FAAS, in order to evaluate the transverse relaxivity (r2) 

(Equation 3).  

According to these results, the multimodal system presented a higher transversal 

relaxivity values (r2 = 64.2 mM
-1

s 
-1

) when compared to bare BNPs (r2 = 31.3 mM
-1

s 
-1

), 

that corresponds to a relative percentage 105% higher for the BNPs-Tf compared to 

bare BNPs. The sharp difference between r2 values obtained for BNPs and BNPs-Tf can 

be attributed to some relevant factors. The first one is related to a higher stability of 
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BNPs-Tf, avoiding the fast particle precipitation, since these analyses were performed 

in a high magnetic field. Finally, the outer sphere diffusion process of bulk water 

molecules near to the magnetic core can be distinct for BNPs and BNPs-Tf, which can 

reflect directly on the relaxometric results. For all these reasons, additional experiments 

as well as theoretical analyses can be done in order to elucidate the relaxometric data for 

these nanosystems. In any case, our results also indicate that the BNPs-Tf as a potential 

probes for acquiring T2-weighted MRI. 

 

Table 2 - Transverse relaxivities (r2), obtained from relaxometry measurements, for 

BNPs-Tf and bare BNPs (300 MHz, 298 K, 7.05 T). 

Systems R2 (s
-1

) r2 (s
-1∙mM

-1
) % increase in 

r2 
a
 

BNPs 6.67 31.3 - 

BNPs-Tf 13.24 64.2 105 

a
The increase in the relaxivity of BNPs-Tf compared to bare BNPs 

 

3.5 Labeling HeLa Cells with BNPs-Tf 

3.5.1 Flow Cytometry Analysis 

 According to flow cytometry, cells presented a specific labeling by BNPs-Tf as 

shown in Figure 5. In Figure 5A, control cells did not present considerable fluorescence 

in the FL4 filter. Figures 5B and 5C show representative histograms of cells incubated 

with BNPs-Tf, at 6 nM and 12 nM, presenting 72.3% and 87.8% of labeling, 

respectively. The labeled percentage for BNPs-Tf (12 nM) is in accordance with 

previously published works, which showed more than 85% of cells labeled, by using the 

TfR as specific target [22, 23]. 

On the other hand, in Figures 5D and 5E we can observe that no more than 2% 

of cells were labeled after the TfR saturation assay using free Tf in excess, indicating 

that the labeling by BNPs-Tf, showed in Figures 5B and 5C, was specific. In a previous 

report, published by some of us, QDs-Tf were applied to label specifically the TfR and  

ca. of 20% of HeLa cells was labeled after TfR saturation by free Tf in excess [23]. This 

difference in the labeling percentage is attributed to the size of nanosystems employed. 

Our BNPs have about 17 nm of diameter, while QDs present a size of only 3 nm, 

approximately. Thus, QDs are internalized non-specifically more easily by cancer cells 

than BNPs [36-38].  
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Figure 5 – Representative histogram profiles of cells incubated with BNPs-Tf. In (A) control cells, (B) 

cells incubated with BNPs-Tf (6 nM), (C) cells incubated with BNPs-Tf (12 nM), (D, E) cells incubated 

with BNPs-Tf (6 nM and 12 nM, respectively) after TfR saturation with excess of Tf. The events were 

acquired by using the filter FL4.  

 

 When we analyzed the dot plots of complexity (side scatter - SSC) vs. size 

(forward scatter - FSC), cells incubated with BNPs-Tf (12 nM) present more internal 

complexity than those saturated with Tf in excess (Figure 6). Using the signal average 

of the SSC parameter, cells labeled by BNPs-Tf presented a relative percentage of the 

complexity of about 231% (Figure 6A) higher, when compared to those ones incubated 

with the nanosystems after TfR saturation (Figure 6B).  

We also believe that this internal complexity increasing is also related to the 

BNPs diameter (ca. 17 nm) [15], since a previous studies, published by some of us, 

using QDs-Tf, showed that the internal complexity was not change [23]. Moreover, it is 

important to mention that our multimodal system remained specifically labeling the 

TfRs on HeLa cells for at least 2 months. 
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Figure 6 – Representative dot plots of cells: (A) incubated directly with BNPs-Tf and in (B) incubated 

with BNPs-Tf after TfR saturation. 

 

 

3.5.2 Fluorescence Microscopy Analysis 

As shown in Figure 7, efficient and specific labeling of the TfR was observed in 

HeLa cells incubated with BNPs-Tf (Figure 7A). Moreover, HeLa cells incubated with 

BNPs-Tf after TfR saturation by free Tf (Figure 7B), did not show considerable 

labeling, resulting in an image profile similar to the one obtained for control (in the 

absence of the multimodal system – data not shown). Our group presented in a 

previously published work, using QDs-Tf for specific TfR labeling, images with a 

similar profile that was observed here [23]. In both works the nanosystems conjugated 

to Tf were endocyted in vesicles (cells showed high fluorescence in endocytic vesicles), 

probably mediated by the clathrin pathway, as previously reported by Daniels et al. 

[24]. 

 

Figure 7 – HeLa cells incubated with BNPs-Tf: (A) phase contrast image merged with the fluorescence 

detected by the TX2 filter and (B) the same of (A) after TfR saturation. Scale bar = 25 μm. 
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Many works have used BNPs conjugated to antibodies or other proteins for 

fluorescence imaging studies [1, 39, 40]. In their works Chu et al. [40] conjugated CdTe 

QDs to epidermal growth factor (EGF) (QDs-EGF) and BNPs (obtained from CdTe 

QDs and magnetic polystyrene nanospheres by electrostatic interaction) were also 

conjugated with to EGF (BNPs-EGF). Both QDs-EGF and BNPs-EGF were used to 

label breast cancer cells (MDA-MB). These authors observed different labeling profile 

and suggested that BNPs-EGF systems were not endocyted by the receptor of EGF 

(EGRF) by cells MDA-MB while QDs-EGF were endocyted. In another work [39], also 

conjugated BNPs (obtained by CdTe decorated magnetite via dodecylamine as cross-

linker) to EGF and applied for labeling Molt-4 cells (human leukemic cell – with high 

expression of EGRF) and K562 cells (myelogenous leukemia - without EGRF) by flow 

cytometry. According to the authors, BNPs-EGF conjugates were efficient in promoting 

the Molt-4 cells labeling. To our knowledge this is the first work that used BNPs 

conjugated to Tf for TfR specific labeling as a promising nanotool to study this receptor 

in cancer cells. 

 

3.6 Cell Viability Assay 

 In order to evaluate biological toxicity of the BNPs-Tf and their constituents 

[bare BNPs, bare magnetic nanoparticles (MNPs) and bare QDs], an assay was 

performed for HeLa cells. As can be observed in Figure 8, bare MNPs do not cause 

significant effects in the cell viability, corroborating results previous published in the 

literature, which showed any cytotoxic effect for this type of nanoparticle [16, 17, 41]. 

Moreover, bare BNPs and bare QDs, at higher concentrations, promoted a decreasing in 

the cells viability, but both systems did not cause more than 50% of cells death. 

However, these systems in lower concentrations were not able to induce significant 

cytotoxic effect on HeLa cells. 

In previous works, which accessed the cell viability using bare BNPs, the 

authors also found similar results as the presented by us, the increase of the 

concentration caused a discreet decrease of cells viability [18, 20, 39, 42]. As described 

above, bare BNPs in high concentrations (more than 12.5 nM) induce more toxic effect 

against HeLa cells. Probably this cytotoxic effect could have been caused due the 

carboxylic groups activated by the coupling agents used for BNPs preparation. These 

actived carboxylic groups of these nanosystems can be sufficient for promoting 

coupling with amine groups of the proteins present on the cell membranes, generating a 



114 

 

bright unspecific labeling [15]. These interactions, when BNPs are in high 

concentrations, can induce instability on cell membranes, leading to cell death. 

 

Figure 8 – Cell viability assay for bare BNPs, bare MNPs and bare QDs. Cell viability was assessed 24 h 

after incubation with the samples by the resazurin reduction method. Samples tested are better described 

in Table1 and the data are depicted as mean ± standard errors (S.E.) of three independent experiments. 

For statistical analysis we used the one way ANOVA with a pos test turkey ***p < 0.001 and * p < 0.05 

and no symbol p > 0.05. 

 

When we incubated the cells with BNPs-Tf about 25 nM was sufficient to cause 

a more evident effect on the cells viability, as shown in Figure 9, in contrast with the 

results obtained for bare BNPs, which showed that a lower concentration (12.5 nM) was 

already able to induce a discreet cytotoxic effect. In the last case (with BNPs-Tf), the 

high majority of the activated carboxylic groups from QDs already reacted with Tf. 

.Therefore, due to this, it was necessary a higher amount of BNPs-Tf to induce a more 

evident cytotoxic effect in HeLa cells (≥ 25 nM).  

Both concentrations (6 and 12 nM) sufficient in promoting a specific labeling by 

the TfR using BNPs-Tf (Figure 6 and Figure 7) did not cause significant effect (p > 

0.05) on the cell viability. To our knowledge this is the first work that conjugated BNPs 

to Tf and also evaluated their cytotoxicity effects by viability assays. 
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Figure 9 – Relative cell viability assay incubating BNPs-Tf with HeLa cells. Cell viability was assessed 

24 h after incubation with the samples by the resazurin reduction method. The data are depicted as mean 

± S.E. of three independent experiments. For statistical analysis we used the one way ANOVA with a pos 

test turkey of three independent experiments ***p < 0.001. 

 

4 CONCLUSION 

 We obtained a multimodal nanosystem based on BNPs conjugated to Tf protein, 

which successfully labeled the TfR on HeLa cells with high specificity. The 

methodology applied allowed the immobilization, on BNPs, of more than 98% of the Tf 

offered in the conjugation process. The multimodal systems obtained in this work 

remained active for at least two months and labeling cells with high specificity. 

 The amount of multimodal systems need to label efficiently the TfRs was not 

sufficient to promote any toxic effect in HeLa cells, at least for 24 h. Moreover, the 

multimodal nanosystems present a bright fluorescence and a higher transversal 

relaxivity (r2) compared to bare BNPs, showing to be potential probes for acquiring 

fluorescence and T2-weighted MR images. 

Thus, this work opens new possibilities for multimodal systems preparation also 

considering other biomolecules that have importance to the diagnosis of several 

diseases, as well as for cells’ separation studies. Furthermore, the multimodal systems, 

developed by us, can be applied to improve the cancer cells biology comprehension in 

vitro and in vivo. Besides they can also help the diagnostic and therapeutic methods that 

exist for this disease, contributing with a more specific and earlier diagnostic of cancer 
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cells and to monitor the intracellular drug delivery systems and also following the 

therapies by hyperthermia.   

Moreover, our multimodal nanoprobes can also be used for theranostic, allying 

the diagnostic effect, provided by the fluorescent-magnetic properties from these 

nanoparticles, with the potential in promoting hyperthermia (cell death by increasing 

temperature), through the magnetic features of these systems. Thus, multimodal probes 

are much more versatile when compared with isolated properties of the systems that 

constitute them. 
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8 CONCLUSÕES GERAIS 

 

 Os quantum dots foram conjugados eficientemente à transferrina e mostraram-se 

como promissoras sondas fluorescentes sítio-específicas para o estudo dinâmico do 

TfR em células cancerígenas; 

 As células HeLa e as DBTRG apresentaram quantidades similares de TfRs e uma 

maior expressão desse receptor quando comparadas às células U87. Além disso, as 

células DBTRG se mostraram mais eficientes na reexpressão do TfR na membrana 

e isto pode estar relacionado com às características do câncer em situações 

recorrentes, uma vez que as células DBTRG são originadas de um glioblastoma 

recidivo, enquanto que as células U87 são originadas de um tumor primário;  

 Os quantum dots conjugados à transferrina se mostraram como potenciais sistemas 

para serem aplicados para a compreensão da biologia celular do câncer, como 

também para auxiliar na elucidação de mecanismos biológicos para fins de 

aprimoramento de terapias via receptor de transferrina;  

 Os quantum dots também foram eficientemente conjugados a nanopartículas 

magnéticas de óxido de ferro, originando sondas bimodais estáveis e com elevada 

fluorescência, além de apresentarem alta magnetização de saturação; 

 Os resultados indicaram que aproximadamente oito QDs foram conjugados em cada 

nanopartícula de óxido de ferro, caracterizada como magnetita (Fe3O4), e essas 

BNPs apresentaram características superparamagnéticas e um tamanho médio 

aproximado de 17 nm; 

 As nanopartículas bimodais (BNPs) mostraram-se como eficientes sondas 

inespecíficas de baixa toxicidade para marcação de células por fluorescência, além 

de potenciais agentes de contrastes para aquisição de imagens ponderadas em T2; 

 As BNPs foram eficientemente conjugadas à transferrina, originando sondas 

multimodais com especificidade para o TfR; 

 Os resultados indicaram que praticamente toda a transferrina (98%) foi conjugada 

às nanopartículas bimodais. Além disso, essas sondas multimodais (BNPs-Tf) 

apresentaram baixa citotoxicidade, podendo ser aplicadas para estudo de processos 

celulares in vivo em pequenos animais;  
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 As sondas multimodais mostraram-se bastante eficientes para marcação sítio-

específica por fluorescência e com potencial para melhorar o contraste na IRM, 

uma vez que forneceram valores maiores de relaxividade transversal (r2) quando 

comparados às BNPs sozinhas. 

 Por fim, esses sistemas multimodais podem ser aplicados para ampliar a 

compreensão da biologia celular do câncer em sistemas in vitro e in vivo, podendo 

auxiliar em métodos de diagnósticos e terapêuticos, além de poderem ser utilizados 

para biosseparação e hipertermia; 
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9 PERSPECTIVAS 

  

 Como perspectivas de curto prazo objetiva-se: (1) aplicar os QDs-Tf no estudo de 

receptores de transferrina em outros tipos de células cancerígenas, tais como mama e 

próstata e pulmão; (2) utilizar as sondas multimodais obtidas para aquisição de 

imagens por ressonância magnética de células marcadas por esses sistemas; 

 Sondas multimodais podem ser aplicadas no estudo e para aprimoramento do 

diagnóstico por mais de uma modalidade de imagem em outras células cancerígenas, 

a exemplo destas, estão às células de câncer de pulmão e de glioblastoma, pois estas 

células são originadas em órgãos estratégicos para aquisição  das imagens por 

ressonância magnética nuclear;   

 Em médio prazo pretende-se formar novas sondas multimodais através da 

conjugação das BNPs, desenvolvidas nesta tese, a outras biomoléculas, tais como 

lectinas e o ácido fólico, a fim de elucidar processos relacionados ao câncer, bem 

como auxiliar em métodos de diagnósticos e terapias destinados a sistemas 

biológicos in vivo e in vitro que tenham não somente o TfR como alvo, mas outras 

moléculas e outros receptores que também sejam críticos para o seu metabolismo. 

 

 

 

 

 



 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
 

ANEXO A 
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ANEXO A – ARTIGO PUBLICADO EM PARALELO 
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ANEXO B 
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ANEXO B – TEMPLATE PARA FORMATAÇÃO DO ARTIGO A SER 

SUBMETIDO PARA A REVISTA “JOURNAL OF MATERIALS CHEMISTRY B” 



 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 

ANEXO C 
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ANEXO C – TEMPLATE PARA FORMATAÇÃO DO ARTIGO EM 

PREPARAÇÂO PARA A REVISTA “COLLOIDS AND SURFACES B: 

BIOINTERFACES” 
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