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RESUMO

Células neoplasicas frequentemente apresentam alteragdes nos padrdoes de
glicosilagéao gerando marcadores para diagnostico. Neste sentido os quantum dots
estdo emergindo como poderosa ferramenta de grande utilidade na biologia, devido
sua capacidade de conjugacao as mais diversas biomoléculas e fornecer uma
visualizagdo especifica e mais detalhada de estruturas celulares e conteudo
molecular. Este trabalho teve como objetivo avaliar a distribuicdo de carboidratos de
tecidos neoplasicos de hiperplasia prostatica benigna (HPB) e adenocarcinoma
prostatico (AP) utilizando quantum dots conjugados a lectinas. Foram utilizados
quantum dots de telureto de cadmio (CdTe) estabilizados com acido
mercaptosuccinico conjugados as lectinas Concanavalina A (Con A), Aglutinin Wheat
Germ (WGA) e Peanut Aglutinin (PNA) para avaliagdo dos carboidratos a-D-
glicose/manose, N-acetil-D-glucosamina/Acido N-acetil-D-neuraminico e N-acetil-D-
galactosamina. Um planejamento fatorial fracionado 252 foi desenvolvido para triar os
fatores de influéncia de conjugagao de diferentes biomoléculas. Na conjugagao
referente a WGA os fatores que tiveram maior importancia para o processo foi a
concentracao da proteina e o fator de interagao de segunda ordem entre concentragao
de NHS e o tempo. Ja na conjugacao referente a PNA os fatores que tiveram maior
participacao para o processo foi o tempo e a concentracdo do quantum dot. O padrao
de expressao de residuos de carboidratos reconhecidos pelos conjugados utilizados
nesse estudo esta associado a regido celular dos tecidos, nao apresentando
marcacdo dos conjugados a regiao estromal. A expressdao de N-acetil-D-
galactosamina n&o foi significativa em nenhum tecido neoplasico, entretanto
observou-se uma maior expressdo de D-glicose/manose, N-acetil-D-
glucosamina/Acido N-acetil-D-neuraminico no tecido de adenocarcinoma prostatico.
Os resultados obtidos neste trabalho indicam um grande potencial na bioconjugagao
de quantum dots a lectinas. Essas sondas nanobiotecnologicas tém alta capacidade

de elucidacido do microambiente neoplasico celular e extracelular.

Palavras-chave: Quantum dots. Telureto de cadmio. WGA. PNA. Con-A. Cancer de
préostata.



ABSTRACT

Neoplastic cells often present alterations in glycosylation patterns generating
markers for diagnosis. In this sense quantum dots are emerging as powerful tool of
great utility in biology due to its ability to conjugate to the most diverse biomolecules
and provide a specific and more detailed visualization of cellular structures and
molecular content. This work aimed to evaluate the carbohydrate distribution of
neoplastic tissues of benign prostatic hyperplasia (BPH) and prostatic adenocarcinoma
(AP) using quantum dots conjugated to lectins. In the present study, the use of
quantum of cadmium telluride (CdTe) stabilized with mercaptosuccinic acid conjugated
to lectins Concanavalin A (Con A), Aglutinin Wheat Germ (WGA) and Peanut Aglutinin
(PNA) were evaluated for a-D-glucose / mannose carbohydrate, N acetyl-D-
glucosamine / N-acetyl-D-neuraminic acid and N-acetyl-D-galactosamine. A 2°2
fractional factorial design was developed to screen the influence factors of conjugation
of different biomolecules. In the conjugation referring to WGA the factors that had major
importance for the process were the protein concentration and the second order
interaction factor between NHS concentration and time. In the PNA conjugation, the
factors that had the greatest participation in the process were the time and
concentration of the quantum dot. The expression pattern of carbohydrate residues
recognized by the conjugates used in this study is associated with the cellular region
of the tissues, without marking the conjugates to the stromal region. The expression of
N-acetyl-D-galactosamine was not significant in any neoplastic tissue, however a
higher expression of D-glucose / mannose, N-acetyl-D-glucosamine / N-acetyl-D-
neuraminic acid was observed in the tissue of prostatic adenocarcinoma. The results
obtained in this work indicate a great potential in quantum dots bioconjugation of
lectins. These nanobiotechnological probes have high elucidation capacity of the

cellular and extracellular neoplastic microenvironment.

Keywords: Quantum dots. Cadmium telluride. WGA. PNA. Con-A. Prostate cancer.
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1 INTRODUGAO

O cancer é uma das principais causas de morte mundialmente; € esperado um
crescimento em todo o mundo devido ao aumento do envelhecimento da populagéo.
Nos paises mais desenvolvidos a predominancia do cancer atinge o pulmé&o, prostata,
mama feminina, colon e reto (TORRE et al., 2015). Com excec¢ao do cancer de pele
nao melanoma, em 2012 estimou-se 14,1 milhdes de casos mundiais de cancer e 8,2
milhées de o6bitos. Houve um discreto predominio do sexo masculino tanto na
incidéncia (53%) quanto na mortalidade (57%) (INCA, 2017a).

As neoplasias malignas caracterizam-se pelo crescimento descontrolado e pela
disseminagao de células cancerigenas, que se deixarmos evoluir em funcéo da sua
histéria natural pode resultar na morte do portador (AMERICAN CANCER SOCIETY,
2017). Este processo nao é restrito apenas a um unico conjunto de células em
proliferacdo, mas sim a um tecido complexo composto por multiplos tipos distintos de
células que interagem entre si e com o microambiente envolvente (ABRANTES, 2013).
Existem diversos fatores, tanto externos como internos, que podem conduzir ao
desenvolvimento desta doencga, entre eles, o tabaco, as dietas pouco saudaveis, as
mutagdes genéticas hereditarias ou as condigdes imunoldgicas do hospedeiro
(VANDER HEIDEN; DEBERARDINIS, 2017).

O cancer de proéstata ocupa a segunda posig¢ao entre as neoplasias malignas que
acometem os homens atras apenas do cancer de pulmdo. Em 2012, as estimativas
revelaram aproximadamente 1,1 milhdo de casos novos, constituindo 15% dos
canceres no sexo masculino. Para o Brasil, estimam-se 68.220 casos novos de cancer
de prostata para cada ano do biénio 2018-2019 (INCA, 2017a). E uma doenca
altamente prevalente e foi observada em cerca de trés milhdes de individuos, na
populagao norte-americana, no ano de 2014 (HOWLANDER et al., 2017).

A glicosilagao € um fenbmeno comumente associado com transformagao maligna,
invasdo e metastase de células do cancer, de modo que, quase todos os tipos de
células malignas demonstram alteragbes em seus padrdes de glicosilagdo quando
comparadas as suas contrapartes normais (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER,
2011). Embora muitos fatores contribuam para a glicosilagao aberrante no cancer, um

dos mecanismos mais importante € a expressao de glicosiltransferases e glicosidases,
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de modo que, modificagdes na expressao dessas enzimas resulta na sintese cadeias
glicidicas alteradas (ramificadas ou truncadas) (MEANY; CHAN, 2011).

Devido a sua especificidade em relagdo aos carboidratos, as lectinas podem ser
ferramentas valiosas na identificagdo e monitoramento de aberragdes na glicosilagédo
de carboidratos de superficie celular durante a diferenciacao celular e transformacéao
neoplasica (FUSTER; ESKO, 2005). A variacdo na expressao de carboidratos nos
varios processos metabolicos de reconhecimento celular possibilita o uso das lectinas
como marcadores estruturais, revelando o glicocédigo de superficies celulares
(SHARON; LIS, 2004).

As lectinas sado proteinas ou glicoproteinas que podem se ligar, de forma
reversivel, a residuos de agucares especificos, através de pontes de hidrogénio e
interagdes de Van Der Waals (CUNHA et al., 2018). Um numero crescente de lectinas
estdo sendo empregadas para estudos da glicofenotipagem de neoplasias de mama
(ANDRADE et al., 2013), préstata (CORREIA et al., 2010; DA SILVA et al., 2014),
pancreas (ZHAO et al., 2006) entre outros.

Sistemas utilizando lectinas e moléculas luminescentes como sondas moleculares
tém se mostrado promissores na investigagdo de modificagbes na expressao de
glicoproteinas presentes na superficie da membrana celular (ANDRADE, 2013).
Nesse contexto, surgem os quantum dots, que consistem em nanoparticulas
emissoras de luz. Os quantum dots emergiram como uma nova classe de marcadores
fluorescentes com aplicacdo na biologia e na medicina. Conjugados a anticorpos,
peptideos e outras pequenas moléculas, estes podem ser utilizados para identificar

marcadores tumorais com afinidade e especificidade (XING; RAO, 2008).

Com o avango da nanotecnologia a utilizagdo de quantum dots conjugados a
lectinas proporciona uma poderosa ferramenta para o estudo da glicobiologia do
cancer. No presente trabalho foram avaliados o perfil de glicanos em neoplasias de
prostata empregando conjugados de Concanavalina A (Con-A), Triticum vulgaris

(WGA) and Peanut Aglutinin (PNA) a nanoparticulas semicondutoras.
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1.1OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao de carboidratos em tecidos de adenocarcinoma prostatico e

hiperplasia benigna empregando quantum dots conjugados a lectinas.

1.1.2 Objetivos especificos

¢ Sintetizar e caracterizar opticamente quantum dots de telureto de cadmio;

e Conjugar Concanavalina A (Con-A), Peanut Aglutinin (PNA) e Aglutinin Wheat
Germ (WGA) aos quantum dots;

e Avaliar os fatores contribuintes no processo de conjugacéo do nanocristal a
biomolécula;

¢ Quantificar a expressao de carboidratos nos tecidos neoplasicos de préstata
utilizando o ensaio fluorescente em microplacas;

¢ Investigar a distribuicdo e expressao de carboidratos na superficie celular e na
matriz extracelular de tecidos de hiperplasia prostatica benigna e

adenocarcinoma prostatico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1ANATOMIA DA PROSTATA

A prostata € uma glandula acessoria sexual masculina que esta anatomicamente
localizada abaixo da bexiga e acima do pénis, bem em frente ao reto como ilustrado
na Figura 1 (AARON; FRANCO; HAYWARD, 2016). A glandula juntamente com as
vesiculas seminais e as glandulas bulbouretrais produzem cerca de 95% do fluido
seminal que nutre e protege os espermatozoides provenientes dos testiculos. As
vesiculas seminais e o ducto espermatico se abrem para a prostata e, durante a
ejaculacdo, o liquido seminal € espremido na uretra, de onde € expulso (GUPTA;
SHARMA; KUMAR, 2017).

Figura 1. Visao posterior da prostata.

Uréter

Bexiga urinaria

Ducto espermatico

Uretra

Fonte: WebMed (www.webmed.com)

A prostata saudavel tem o peso médio de aproximadamente 11 gramas
(LEISSNER; TISELL, 1979). Ela é encapsulada por uma camada de tecido
fibroelastico, levando a septos se estendendo para dentro e dividindo a prostata em
lobos diferentes. Os lobulos dispdem cerca de cinquenta glandulas saculares
irregularmente ramificadas, ductos excretores, estroma, vasos sanguineos e nervos

(GRAHAM et al.,, 2010). A prostata é revestida com duas camadas de células
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epiteliais, a camada externa composta de epitélio cuboidal e a camada interna é
composta por epitélios colunares altos. O epitélio de transicdo ou urotélio tem a
capacidade de contrair e expandir de acordo com o volume de fluido dentro (GILBERT,
2017).

Histologicamente, a prostata € composta por epitélio e um estroma fibromuscular.
O epitélio forma glandulas consistindo principalmente de células secretoras, mas
também podem ser encontradas células neuroendocrinais e células basais (KRUSLIN
et al., 2015). O produto das células secretoras é liberado em espagos luminais que
finalmente entram nos dutos ejaculatérios. Circundando as glandulas epiteliais
encontra-se o estroma fibromuscular composto por fibroblastos, células musculares
lisas e matriz extracelular (TAYLOR; RISBRIDGER, 2008).

As células epiteliais secretoras recebem inervagao parassimpatica que estimulam
a producéo secretora através da sinalizagdo muscarinica. As células musculares lisas
do estroma fibromuscular sdo estimuladas pelos nervos simpaticos 3-adrenérgicos, o

que resulta na expulsao de secrecgdes para o espaco luminal (ISAACS, 2013).

A funcéao principal da préstata € o armazenamento de parte do fluido seminal e
auxiliar a ejaculagédo durante a atividade sexual (PENET et al., 2017). Os musculos
lisos da préstata permitem a expulsdo do sémen durante a ejaculagdo. O fluido
levemente alcalino produzido pela prostata perfaz 25% do fluido seminal e permite a
motilidade e viabilidade do espermatozoide (RIDER et al., 2016). Um dos principais
constituintes da secrecao prostatica € o antigeno especifico da préstata (PSA),

juntamente com citrato, zinco, espermina e colesterol (SHAO et al., 2017).

A prostata pode ser classificada por dois sistemas diferentes: zonas ou lobos. A
classificagdo zonal € a mais utilizada pelos patologistas. A zona periférica constitui
cerca de 70% da prostata e envolve a uretra. Cerca de 80% das neoplasias prostaticas
se desenvolvem na zona periférica (HARVEY et al., 2012). O ducto ejaculatério é
circundado pela zona central da préstata, onde a incidéncia dos canceres prostaticos
€ de apenas 2,5%, porém as neoplasias que aqui se formam s&o mais agressivas
(COHEN et al., 2008). O aumento benigno do tecido prostatico ocorre na zona de
transicdo que normalmente apresenta um crescimento ao longo do tempo (CAO et al.,
2017).
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O epitélio prostatico é formado por trés tipos celulares distintos, as células
secretoras, as basais e as neuroendocrinas (JOSHUA et al.,, 2008). As células
secretoras tém como funcdo a secrecdo fisioldgica, as células basais estédo
posicionadas sobre a membrana basal adjacente das células secretoras e sua
auséncia pode ser um marcador determinante de carcinoma da prostata (CaP). As
células neuroenddcrinas estdo dispersas por toda a glandula e estdo envolvidas na
regulacao da atividade das células secretoras (SHEN; ABATE-SHEN, 2010; SQUIRE
et al., 2011).

A glandula prostatica pode ser afetada por diversas patologias, entre as mais
comuns encontra-se a prostatite e a hiperplasia benigna prostatica (HBP). A
hiperplasia é caracterizada pelo aumento do numero de células epiteliais e do
estroma, consequentemente ocorre 0 aumento do volume da prostata. Essa patologia
sucede frequentemente na zona de transi¢ao, sendo dependente de androgénios para
seu desenvolvimento (CHUGHTAI et al., 2016; THIRUCHELVAM, 2014).

2.2CANCER DE PROSTATA

O cancer é um grupo de doencas descrito pelo crescimento desregulado de células
com metabolismo anormal (INCA, 2017a). Todos os tipos de célula podem sofrer tais
alteragcdes malignas e se tornarem cancer, no entanto, apenas as células epiteliais
podem se tornar carcinoma (LOBO et al., 2007). O ciclo celular normal é interrompido
e as ceélulas tumorais crescem em uma regiao, se espalhando para os arredores do
tecido. Por fim migram para outras partes do corpo através do sistema linfatico e
sistema vascular (VANDER HEIDEN; DEBERARDINIS, 2017).

No processo de carcinogénese, as células normais séo transformadas em células
cancerigenas devido a divisdo celular descontrolada. A divisdo celular normal mantém
um equilibrio entre proliferacdo e morte celular com processos rigorosamente
regulados (WICHA,; LIU; DONTU, 2006). Mutagcdes no DNA podem perturbar esses
processos, levando a célula se dividir rapidamente. A massa resultante pode ser
benigna, ndo se alastrando para outras partes do corpo, ou maligna que pode invadir

orgaos e se espalhar para locais distantes (SHAW et al., 2017).

Um possivel precursos do carcinoma prostatico € a neoplasia intraepitelial

prostatica (NIP). NIP envolve o desenvolvimento anormal das células epiteliais que
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revestem as glandulas da prostata (SWANSON et al., 2018). O baixo grau de NIP é
caracterizado pelo aumento populacional de células epiteliais, espagamento irregular
€ 0s nucleos hipercromaticos e pleomorficos. Em alto grau os nucleos das células
apresentam um maior nivel de hipercromatismo e pleomorfismo (TANEJA et al.,
2013). A presenca de NIP sugere um aumento do risco de adenocarcinoma, mas pode

levar até dez anos para que essa neoplasia se forme.
2.3EPIDEMIOLOGIA

O céancer é uma das principais causas mortes do mundo e segundo a Unido
Internacional de Combate ao Cancer, em 2020 sera a doeng¢a que mais matara
pessoas (STEWART; KLEIHUES, 2003). No Brasil, estima-se 68.220 novos casos de
cancer de prostata por ano. Segundo o INCA, esses valores correspondem a um risco

de 66,12 casos novos para cada 100 mil homens (INCA, 2017a).

As neoplasias prostaticas sdo as que mais atingem homens em todas as regides
do Brasil com ocorréncia de 96,85/100 mil na regido Sul, 69,83/100 mil na regiao
Sudeste, 66,75/100 mil na regido Centro-Oeste, 55,17/100 mil na regido Nordeste e
29,41/100 mil na regiao Norte (INCA, 2017a).

2.4FATORES DE RISCO

A incidéncia do cancer de prostata varia em todo o mundo, sendo mais comum em
paises ocidentais do que em paises do Leste Asiatico em desenvolvimento. Entretanto
a patogénese e a etiologia dessa neoplasia ainda ndo esta totalmente explicada
(EELES et al., 2014). Estudos epidemioldgicos que investigam as taxas de incidéncia
do cancer de prostata em populagdes que migraram entre continentes sugerem que
fatores ambientais de risco e estilo de vida sdo determinantes do risco dessa doenca
(LEE et al., 2007). Além da idade e da raga, o histérico familiar também é um fator de
risco estabelecido para o cancer. Parentes de primeiro grau de homens com cancer
de préstata tem aproximadamente quatro vezes mais o risco de desenvolver a

neoplasia que homens sem histérico familiar (GOLDGAR et al., 1994).
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2.5SINTOMAS E DIAGNOSTICOS

Os sintomas mais comuns e relatados em pacientes com cancer de prostata sao:
dificuldade de urinar, retardo em iniciar e finalizar o ato urinario, presenga de sangue
na urina, diminuigao do jato urinario e necessidade de urinar diversas vezes durante
o dia e noite (BRASIL, 2017).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), podem ser abordadas
diferentes estratégias para a deteccdo de um cancer. A primeira estratégia seria o
diagnostico precoce e € destinada a homens que apresentam sinais iniciais da
doenca. A segunda estratégia € o rastreamento, voltada para homens sem nenhum
sintoma e aparentemente saudaveis (MELOROSE; PERROY; CAREAS, 2015).

Atualmente os exames para diagnostico do cancer de prostata € o exame digital
retal que consiste no exame da prostata por meio do toque e também o teste de
antigeno especifico da préstata (PSA) onde niveis elevados desta molécula no sangue
pode indicar infecgéo, inflamagéo ou até mesmo o cancer de prostata (MOYER, 2012).
Se o exame digital retal e/ou PSA detectarem alguma anomalia, o0 médico deve
recomendar mais testes para determinar se o paciente de fato apresenta alguma
neoplasia prostatica, como a realizagdo de ultrassonografia da préstata e biopsia
(HEIDENREICH et al., 2014).

Ao definir o diagndstico do cancer de préstata, os pacientes recebem um estagio
clinico, que por sua vez descreve a extensao da doenca e € um pré-requisito para as

futuras decisdes sobre o tratamento. O estagio clinico € baseado nos seguintes eixos:

e Estagio T: Extensdo do tumor
e Estagio N: Envolvimento de linfonodos

e Estagio M: Ocorre a metastase para 6rgéos distantes

O estagio clinico T é determinado pelo exame digital retal, no entanto a precisao é
baixa e 50% dos homens considerados com doenga confinada ao 6rgao apresentam

extensao extraprostatica (KHAN, 2011).

Depois de obter bidpsias de prostata, os tecidos sao fixados em formol e depois

sdo imersos em parafina. Em seguida os blocos parafinizados sdo cortados em
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secbes de Iladmina e, geralmente, corados com hematoxilina e eosina
(H&E)(HUMPHREY, 2007).

ApdOs o processamento, o patologista avalia as se¢des de bidpsia quanto a
presengca de adenocarcinoma prostatico. Os principais critérios para o

adenocarcinoma prostatico incluem (SATER, 2017):

e Padrio de crescimento infiltrativo das glandulas
e Auséncia de celulas basais

¢ Nucleos atipicos

Outros critérios também podem indicar a presengca de adenocarcinoma na
préstata, embora ndo sejam especificos para o cancer. Estes critérios incluem: mucina
intraluminal azul, muitas células mitéticas, cristaldides e intraluminais e hipercromasia
nuclear (MONTIRONI et al., 2014).

O sistema de classificacdo de Gleason para o cancer de préstata foi desenvolvido em
1966. O sistema ilustrado na Figura 2 passou por modificagdes desde a sua criagao e
atualmente o CP é classificado de acordo com a International Society of Urological
Pathology Consensus Conference sobre a classificacdo de Gleason de Carcinoma
Prostatico (ISUP 2005). Apesar de 52 anos passados desde o seu desenvolvimento
inicial, o sistema de classificagcdo de Gleason continua sendo o melhor preditor do

resultado patologico e clinico do cancer de prostata (CAMBRUZZI et al., 2010).

A imunohistoquimica € uma valiosa ferramenta no diagnostico do adenocarcinoma.
A coloracdo com anticorpos contra células basais pode auxiliar na avaliagdo da
auséncia da camada basal. Os anticorpos comumente utilizados a esse respeito
incluem 34BE12/CK903 que se liga a citoqueratina de alto peso molecular (HMWCK)
expressa no citoplasma da célula basal e p63 que detecta proteinas no nucleo das
células basais (HUMPHREY, 2007) .

A maioria dos pacientes que se submetem a uma bidpsia da préstata devido a uma
elevagdao moderada do PSA nao apresenta evidéncias de cancer, resultando em um
sofrimento desnecessario para os pacientes e uma enorme carga econdmica para o
Sistema de Saude (INCA, 2017b). Além disso, em muitos pacientes, o cancer de
prostata ndo é detectado até que o cancer se torne avancado e/ou metastatico.

Portanto, melhores biomarcadores clinicos sdao um requisito urgente para o
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diagnostico inicial e estadiamento do céncer de prostata (ROMERO OTERO et al.,
2014).

Figura 2. Sistema de classificagcdo de Gleason. O padrao 1-2 consiste em glandulas de tamanho médio
bem diferenciadas e moderadas, e raramente séo relatadas em bidpsias. O padrao 3 tem glandulas
moderadamente diferenciadas, ainda reconheciveis, tipicamente menores que o padréo 1 e 2, mas
varia em tamanho e forma, e se infiltra dentro e entre as glandulas. O padrao 4 tem glandulas mal
diferenciadas, mal definidas e muitas vezes fundidas, com lumina malformada. Padrdo 5 ndo possuem

mais a diferenciagdo do que seria glandula.

Fonte: (SANDSMARK, 2017)
2.6 DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

A origem das células neoplasicas ainda tem sido alvo de muitos debates. Existe a
vertente que apoia o conceito de que a origem do cancer de prostata se origina das
células luminais das glandulas prostaticas. No entanto, também ha dados sugerindo
que o cancer de prostata surge a partir das células basais das glandulas (YU et al.,
2012).

A primeira lesdao precursora do cancer de prostata € a atrofia inflamatdria
proliferativa (AIP). O termo AIP foi proposto por MARZO et al., 2006 para designar
focos de epitélio glandular proliferativo com o aspecto morfoldgico de atrofia simples
ou hiperplasia pos-atrofica (PAH), ocorrendo em associagdo a inflamagéo. Os
mesmos autores explicam que apesar da proliferacao, a lesdo nao cresce em volume
devido a uma possivel perda celular que compensa a proliferacdo. Além disso, esses

autores acreditam que o epitélio em regeneragao suprima a morte celular programada,
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ao menos temporariamente, para substituir as células perdidas, o que embasa o

conceito de que a AIP é uma les&o regenerativa (TOLEDO et al., 2010).

A inflamacgao € caracterizada pela presencga de células inflamatdrias, citocinas,
quimiocinas e prostaglandinas. A resposta inflamatoéria pode desencadear a iniciagao
e progressao do tumor através do dano genético, promogao da proliferagao celular e
angiogénese (KNUDSEN; VASIOUKHIN, 2010).

Apds a AIP, pode ocorrer neoplasia intraepitelial prostatica (NIP). As
caracteristicas do NIP incluem a displasia e nucleos atipicos, porém com lamina basal
de caracteristica regular — o que a distingue do carcinoma. O papel do NIP como
precursor do cancer de prostata esta bem estabelecido (BARRON; ROWLEY, 2012;
EPSTEIN, 2009).

As células de cancer de prostata tem a capacidade de transitar entre os estados
epitelial e mesenquimal, o que facilita o desenvolvimento metastatico (KALLURI;
WEINBERG, 2009). Em primeiro lugar, as células de CP podem sofrer transigédo
epitelial-mesenquimal, que é caracterizada pela perda de moléculas de adeséo e
aumento da capacidade migratéria (DAS et al., 2014). Assim, as células que passam
por essa transformacéo tem a capacidade de deixar o local do tumor primario, entrar
na circulagdo e invadir orgaos distantes (NIETO, 2013). Apdés a chegada ao sitio
metastatico, as células tumorais revertem o estado e passam pela transicao
mesenquimal-epitelial. A plasticidade das células de CP esta relacionada as
caracteristicas das células-tronco e € tida como a capacidade de criar lesbes
metastaticas viaveis (KONG et al., 2010).

O estroma da prostata saudavel consiste em células musculares lisas e matriz
extracelular. Durante a carcinogénese, o estroma pode ser preenchido por fibroblastos
associados ao carcinoma (FACs) e ha um aumento da deposicdo de matriz
extracelular (FRANCO et al., 2010). O processo é semelhante ao processo de
cicatrizacdo de feridas onde o fibrobasto é ativado como miofibroblastos.
Considerando que a cicatrizagdo de feridas € um processo finito e que os
miofibroblastos eventualmente sofrem apoptose, as alteragdes estromais que ocorrem
nos carcinomas sao perpetuadas e desempenham um papel fundamental no
desenvolvimento do tumor (OLUMI et al., 1999; OSTMAN; AUGSTEN, 2009).
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A influéncia do estroma e FACs na patogénese do CP & multifacetada e néo se
limita ao sitio neoplasico primario. As células estromais sao contribuintes importantes
para a metastase pela liberagdo de fatores soluveis que resultam em aumento da
permeabilidade vascular e penetracdo dos vasos sanguineos pelas células tumorais
(BARRON; ROWLEY, 2012). A interacdo entre tumor e estroma é mediada pela
producdo de varios fatores soluveis. De interesse particular, esta TGF- B com
complexo e paradoxal papel na contribuicdo da fisiopatologia do CP (HORIMOTO et
al., 2012). Por exemplo, o TGF-B pode induzir ao estado de transigao epitelial-
mesenquimal, estimular a angiogénese e induzir a secregéo de fatores de crescimento
(FRANCO et al., 2010). Outros fatores envolvidos na sinalizagdo paracrina entre o
estroma e o tumor incluem o fator de crescimento insulina 1 (IGF-1) e fator de
crescimento do hepatdécito ou fator de dispersao (HGF) (OSTMAN; AUGSTEN, 2009).

2.7GLICOSILACAO E MARCADORES DO CANCER

Nas células, ha um processo conhecido como glicosilagdo que € a adicdo de
carboidratos a lipidios ou proteinas, que tem papel fundamental no reconhecimento
celular, adesao e proliferagcdo. Mais de 70% das proteinas celulares sao glicosiladas
(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011)

Modificagdes de glicosilagdo podem afetar fortemente a estrutura e fungéo das
glicomoléculas. Sem os glicanos a vida multicelular ndo seria possivel. Podemos
encontra-los em plantas, animais e microrganismos (LEBRILLA; AN, 2009). Mais da
metade de todas as proteinas humanas e quase todas as proteinas de membrana e
extracelulares sao glicosiladas (APWEILER; HERMJAKOB; SHARON, 1999).
Diferentes glicanos podem ser ligados a multiplos locais de glicosilagdo em uma unica
proteina, assim cada glicoproteina apresenta numerosas glicoformas (LIS; SHARON,
1993).

Devido a natureza da ligacdo pela qual os glicanos estao ligados a estruturas
polipeptidicas, os glicanos sao divididos em N-glicanos, O-glicanos ou C-glicanos. O
N-glicano sao oligossacaridios ligados covalentemente a residuos de asparagina de
uma cadeia polipeptidica que geralmente ocorre na sequéncia Asn-X-Ser/Thr (VARKI
et al., 2009). Esses glicanos sao transferidos para a porgao proteica no lado luminal
da membrana do reticulo endoplasmatico. Um O-glicano é geralmente ligado a cadeia
polipeptidica via N-acetilglicosamina a um residuo de serina ou treonina. Os C-
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glicanos sdo uma forma rara de glicosilagdo que envolve a adicdo de uma o-

manopiranose ao carbono C2 do anel indol do triptofano (KESER, 2016).

Células neoplasicas frequentemente apresentam niveis de glicosilagdo acima das
células normais, gerando estruturas de glicanos que funcionam como marcadores que
podem ser utilizados para diagnodstico e tratamento (NIE et al., 2015). Um dos
exemplos bem conhecidos é o antigeno especifico da prostata das células tumorais,
que contém um nivel mais elevado de fucose e auséncia de acido sialico em
comparagao com o PSA das células normais (PERACAULA et al., 2003).

O diagnostico de neoplasias prostaticas pela medicdo do PSA pode ser
inespecifico e nao confiavel, podendo resultar em falsos positivos. Entretanto a
especificidade do teste pode ser melhorada pela mensuragdo da alteracdo de
glicosilagédo do PSA (MEANY et al., 2009).

O PSA contém uma ligagado N-oligossacarideo localizada em Asn45 e tem sido
descrita com elevadas cadeias de manose. Os N-glicanos do PSA de homens
saudaveis consistem principalmente de cadeias complexas bi-antenaria, enquanto no
soro de pacientes com cancer de prostata os N-glicanos apresentam cadeias tri- e
tetra-antenaria (TABARES et al., 2006).

Pesquisas voltadas a glicobiologia tem resultado em muitas informacgdes
medicinais relevantes, permitindo tracar novas rotas na pesquisa do cancer,
relacionado a detecgcado da doenca e manipulacdo clinica com a intencdo de criar
novas estratégias para prevencgao e terapia (PINHO; REIS, 2015). As lectinas tém sido
amplamente utilizadas como ferramenta de detecgao e analise do perfil de expressao
de carboidratos no cancer devido a eficiente capacidade de reconhecimento de
glicanos especificos (HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017).

2.8LECTINAS

Lectinas sao proteinas de origem nao imunoldgica que possuem especificidade,
por meio de ao menos, dois sitios de ligagado por determinados carboidratos como
esquematizado na Figura 3 (HASHIM; JAYAPALAN; LEE, 2017).

Essas biomoléculas foram observadas pela primeira vez na Universidade de
Dorpat pelo estudante de medicina Hermann Stillmark em 1888 quando trabalhava
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em sua tese com Ricinus communis. Posteriormente, verificou-se que extratos de
plantas n&o tdéxicas como feijao, ervilha e lentilha, também causavam aglutinacéo de
eritrocitos (SHARON; LIS, 2004). Ao identificarem nas aglutininas a propriedade em
distinguir hemacias de diferentes tipos sanguineos, BOYD & SHAPLEIGH, 1954 as
denominaram de lectinas, termo que vem do latim /egere e significa selecionar ou

escolher.

Figura 3. Representagao hipotética do dominio de reconhecimento de carboidratos de uma lectina e
seus carboidratos ligantes. Adaptado de (COLIN HUGHES, 1997)
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Fonte: O autor (2018)

Pela sua atividade de reconhecer carboidratos, as lectinas possuem diversas
funcdes bioldgicas. As lectinas vegetais, que normalmente causam aglutinagao de
certas células animais, desempenham um papel importante na defesa contra a
invasao de virus, bactérias ou fungos (DE OLIVEIRA DIAS et al., 2015). Acredita-se
também que elas medeiam a relagdo de simbiose entre plantas e microrganismos (DE
HOFF; BRILL; HIRSCH, 2009), e algumas podem estar envolvidas em vias
reguladoras e de sinalizagdo em células vegetais (CHEN et al., 2002).

As lectinas inicialmente foram classificadas com base na sua ligagao com
estruturas de (glicanos. Elas foram caracterizadas como galactose, N-
acetilglicosamina, N-acetilgalactosamina, glicose, fucose, manose, maltose e acido

sialico (LIS; SHARON, 1986). Mais tarde, elas também foram classificadas com base
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nas caracteristicas e numeros de seus dominios de sitios de ligagdo, ou seja,
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PEUMANS et al., 2001).
Com a elucidagao mais detalhada das propriedades estruturais das lectinas através
do avancgo da tecnologia, a classificacdo foi baseada nos dobramentos da proteina,
estruturas e dominios e sua evolugcado (VAN DAMME; LANNOO; PEUMANS, 2008).

A Con-A é uma lectina vegetal obtida das sementes de Canavalia ensiformis,
sendo uma das lectinas de leguminosas mais estudada devido as inumeras aplicagdes
bioldgicas. Ela reconhece e se liga especificamente a residuos de a-D-glicose/manose
de carboidratos complexos, exibindo alta afinidade por oligossacarideos de
glicoproteinas e glicolipidios de superficie celular. A estrutura molecular é apresentada
como um tetrdmero acima de pH 7 e um dimero abaixo de pH 6, com cada monémero
de Con A apresentando peso molecular de 26 KDa e um sitio de ligagéo a carboidratos
(CHATTERJEE; MANDAL, 2005; SHARON; LIS, 2004).

A lectina PNA € uma proteina nao glicosilada tetraédrica, onde cada mondémero
tem 25.2 kDa com 236 residuos de comprimento. Tem especificidade para
monossacarideo galactose e se liga a carboidratos associados ao tumor -
gal(1—3)galNAc, comumente conhecido como antigeno T (KUNDHAVAI NATCHIAR
et al., 2004). A organizagao estrutural terciarias das subunidades monoméricas sao
semelhantes as que ocorrem entre as lectinas de leguminosas. Todavia, uma
caracteristica notavel da molécula de PNA é uma incomum ‘abertura’ na estrutura
quaternaria sem pontos de simetria (AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE,
2000; YOSHIMOTO et al., 2016).

A WGA é uma lectina dimérica, extraida da Triticum vulgaris, nao glicosilada, com
as cadeias polipeptidicas associadas covalentemente com pontes de dissulfeto que
estabilizam o dimero. Tem afinidade por N-acetil-D-glucosamina/Acido N-acetil-D-
neuraminico e N-acetil-D-galactosamina. Cada monémero da WGA é composto por
quatro dominios de reconhecimento de carboidratos, do tipo heveina. Na forma
dimérica os dominios de ligacao a carboidratos estao localizados na interface entre os
mondmeros sendo responsaveis pela estabilidade do dimero. Dos oitos sitios de
ligacdo, ndo mais que quatro sdo ocupados simultaneamente. Quando as duas
cadeias polipeptidicas se separam, o que ocorre em um pH acido, cada monémero

acaba por apresentar um dominio de reconhecimento de carboidratos por dominio
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heveina (LAYNEZ et al., 2000). Na Figura 4 est&o as estruturas cristalinas das lectinas
Con-A, WGA e PNA.

Figura 4. Estrutura cristalina da Con-A (A), WGA (B) e PNA (C).

Fonte: AUDETTE; VANDONSELAAR; DELBAERE, 2000; HARATA; NAGAHORA,
JIGAMI, 1995; PARKIN; RUPP; HOPE, 1996

O termo dominio heveina faz meng¢ao a uma pequena proteina de 43 aminoacidos,
4,5 kDa, extraida do latex de Hevea brasiliensis. Estruturalmente a heveina é
especialmente rica em residuos de cisteina e glicina e esta mantida por quatro pontes
dissulfeto, o que lhe confere uma estabilidade notavel. Esta caracteristica estrutural é

observada nas lectinas com este dominio (NEUMANN et al., 2004).

Devido a sua capacidade de interagir com carboidratos de maneira especifica, as
lectinas tém sido utilizadas como marcadores histoquimicos no estudo de
modificagdes no perfil de expressdo de carboidratos de superficie das células
tumorais, auxiliando na caracterizagcao e diferenciagdo de tecidos normais e
transformados (COELHO et al.,, 2017; DA SILVA et al., 2014). A técnica oferece
vantagens como: sensibilidade, estabilidade e facil manipulagao, contribuindo com
informacdes sobre o desenvolvimento, estagios de diferenciagao, grau de malignidade
a partir do estabelecimento do perfil de carboidratos expresso no tecido estudado
(BELTRAO et al., 1998, 2003).

Acredita-se que alteragbes na glicosilagdo sejam uma caracteristica principal na
transformacdo oncogénica, ja se sabe que os glicanos estdo continuamente
envolvidos em processos de evolugdo do céancer, como sinalizagao celular,
angiogénese, interagcbes ceélula-matriz, modulagdo imunologica, células tumorais

dissociagao e metastase (PINHO; REIS, 2015). As alteragbes de glicosilagao que séo
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comumente associadas a transformacédo do cancer incluem sialilagdo, fucosilagao,
aumento da ramificagdo GIcNAc de N-glicanos e superexpressdo de O-glicanos do
tipo mucina truncados (LENG et al., 2018). Portanto, ndo € de surpreender que as
abordagens baseadas em lectina estejam se tornando mais populares em estudos de

rastreamento de novos biomarcadores de cancer.

A utilizagédo das lectinas como sondas para glicofenotipagem de células tumorais
exige o uso de uma substancia reveladora. Diversos estudos utilizaram variadas
substancias com esse propdsito, tais como os reveladores fluorescentes como
isotiocionato de fluoresceina. Existem ainda, os reveladores cromégenos, como a
peroxidase, com a qual a lectina pode ser conjugada. Correia et al. 2010, conjugou
Cratylia mollis (Cramol) conjugadas a peroxidase de rabano para avaliar a expressao
de carboidratos de tecidos neoplasicos de prostata. Analisando os mesmos tipos de

tecido Silva et al., 2014 conjugaram Con-A, UEA-1 e PNA a éster de acridina.
2.9QUANTUM DOTS

Os quantum dots s&o nanoparticulas inorgénicas altamente estaveis e com
propriedades fluorescéntes compostas de materiais semicondutores nos grupos da
tabela periddica de II-VI (CdS, CdSe, CdTe, ZnO, ZnS), llI-V (GaAs, GaN, GaP, InAs,
InP), ou IV -VI (PbS, PbSe) (MANSUR, 2010). Quantum dots possuem tamanhos que
variam entre 1 a 10 nm. As propriedades quanticas € observada devido a seus
tamanhos nanométricos, onde sua fluorescéncia esta diretamente relacionada aos

tamanhos do nanocristal.

Esses nanocristais tém sido extensivamente utilizados para aplicagdes bioldgicas
apods dois estudos publicados em 1998 que relataram o potencial do CdSe/ZnS como
marcadores fluorescentes na geragao de imagens celulares. Os quantum dots mais
populares para aplicagdes bioldgicas sdo compostos por CdS, CdSe e CdTe, devido
as suas estratégias quimicas e de conjugacéo ja estabelecidas. Quando comparados
com fluoréforos convencionais, como corantes organicos ou proteinas fluorescentes,
que tém estreito espectro de excitagao, pequenos desvios de Stokes, ampla faixa de
fluorescéncia e mais propensos a fotodegradagédo, os quantum dots apresentam
diversas vantagens técnicas, como emissao sintonizavel com o tamanho, estreito
espectro de emissdo, largo espectro de absor¢édo e elevada resisténcia a

fotodegradacéao.
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Estas propriedades unicas dos quantum dots atrairam mais e mais atengao na
biotecnologia e aplicagbes médicas, onde se tornaram sondas fluorescentes
importantes na pesquisa para bioimagem e diagndstico clinico in vitro e in vivo (WANG
et al., 2015). A Figura 5 representa a faixa espectral de emissao para os quantum dots

mais estudados atualmente.

Figura 5. Faixa espectral e propriedades 6ticas em quantum dots. Estdo evidentes as familias de maior

interesse nos estudos relacionado as nanoparticulas.
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Fonte: (REISS et al., 2016).
2.10 PROPRIEDADES GERAIS DOS SEMICONDUTORES

Semicondutores sdo uma classe de material que possuem como caracteristica
principal uma moderada condutividade elétrica, maior que os isolantes e inferior a dos
metais. Especificamente os metais apresentam condutividade entre 10 e 10* (Qcm)-"
e os materiais isolantes possuem condutividade menor que 10-'° (Qcm)'. Materiais
semicondutores a temperatura ambiente tém condutividade 10* e 1071 (Qcm)?
(DYAKONOQV, 2017). Os semicondutores estdo representados na tabela periddica
pelos grupos 12 a 16, porém podem também estar em formas compostas (NEAMEN,
2006).

Semicondutores passaram a ter atencdo apds a descoberta dos transistores em
1947 devido as suas propriedades de condutividade ajustaveis. Em particular, sua

condutividade pode ser alterada por diferentes fatores, como por exemplo sua
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condutividade aumentar exponencialmente com a elevagdo da temperatura
(SEEGER, 2004).

O confinamento quantico dos pares de elétrons e buracos leva a um aumento da
energia entre a banda de valéncia e a banda de condugao (band gap) do material em
funcao da diminuicao do tamanho das particulas, demonstrado na Figura 6 (MILLER
et al., 2016).

Figura 6. Diferenca na energia do bandgap para diferentes classes de materiais em soélidos.
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Fonte: O autor (2018)

Os semicondutores sao caracterizados por uma banda de valéncia (BV) e uma
banda de conducdo (BC) separadas por um band gap de baixa energia, Eg< 3 eV.
(ALIVISATOS, 1996; BASKOUTAS; TERZIS, 2006).

Quando uma radiagao eletromagnética com energia superior a Eg € absorvida por
um semicondutor, os elétrons se deslocam da BV para a BC (BOXBERG; TULKKI,
2004) e o semicondutor agora exibe estado eletrénico excitado (IRIE et al., 2002).
Durante a transigdo eletrbnica, um elétron (e’) deixa um espago vazio na BV,
denominado buraco (h*), com o qual interage através de interagbes coulombicas,
formando uma quasiparticula neutra chamada éxciton (e-h*); cuja semelhanga ao
atomo de hidrogénio, também é referido como um par hidrogendide. Juntos, o elétron
e 0 buraco apresentam movimento livre através do cristal e contribuem na
condutividade elétrica e nas propriedades Opticas ou fotbnicas dos materiais
semicondutores (TENORIO, 2012).
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2.11 CONFINAMENTO QUANTICO EM SEMICONDUTORES

Caracteristicas fisico-quimicas nos semicondutores variam de acordo com seu
tamanho. Quando encontram-se em dimensdes nanométricas, encontram-se em
regime de confinamento quantico (CALLISTER; RETHWISCH, 2007).

Quando o numero de atomos de um cristal se reduz a algumas dezenas de
milhares, seus atomos de superficie passam a participar efetivamente em suas
propriedades fisicas. Dessa forma, esses atomos contribuem para a maior energia
livre e determinam as variagbes termodinamicas, como demonstrado na Figura 7
(MITCHELL, 2003).

Nos semicondutores em dimensdes nanomeétricas os elétrons passam a ocupar
niveis discretos de energia. O confinamento dos elétrons em uma, duas ou trés
dimensodes, resulta em materiais nanoestruturados, como 0os pog¢os quanticos ou
filmes quanticos (quantum well — 2D), que apresentam duas dimensdes livres do
confinamento; os fios quéanticos (quantum wire — 1D); e os pontos quanticos (quantum
dots — 0D), cujo confinamento ocorre nas trés dimensdes (HASSAN, 2016; SMITH;
NIE, 2010).

Figura 7. Densidade de estados eletrOnicos em cristais macroscépicos, e em regime de

confinamento em uma (filme quéantico), duas (fio quéantico) e trés dimensdes (ponto quantico)
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Fonte: (TENORIO, 2012).
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2.12 SINTESE E PASSIVAGAO DE NANOCRISTAIS SEMICONDUTORES

A obtencdo de materiais nanométricos em regime de confinamento nas trés
dimensdes é realizada através de técnicas especiais, como métodos de crescimento
epitaxial, métodos litograficos e métodos de crescimento espontaneo, classificados
como métodos fop-down (como os métodos fisicos) ou boffom-up (quimica coloidal)
(TENORIO, 2012).

Os métodos que utilizam a quimica coloidal sdo mais acessiveis porque dispensam
0s suportes ou substratos para a obtencdo das nanoestruturas, ao contrario dos
métodos baseados na deposicdo de vapor ou plasma organometalicos ("MOVPE,
metallorganic vapor phase epitaxy") (LEONELLI et al., 1993), ou no crescimento homo
ou heteroepitaxial de feixe molecular ("BEM, molecular beam epitax") (DASHIELL et
al., 2002). A quimica coloidal tem a vantagem de n&o necessitar dos dispendiosos
equipamentos e reagentes utilizados nos outros meétodos.

Um coldide é uma mistura de pelo menos duas substancias em fases diferentes.
A fase dispersa, que pode ser solida, liquida ou gasosa, deve ser finamente dividida,
com pelo menos uma das dimensdes entre 10 um e 1 nm. A fase continua, também
pode ser solida, liquida ou gasosa e € denominada meio de dispersao (CUSHING,;
KOLESNICHENKO; O’'CONNOR, 2004).

A sintese em meio aquoso é mais reprodutivel, de menor custo e menos toxica,
além de que produz quantum dots hidrofilicos e, mais compativel com o sistema
biologicos. Entretanto apresentam a desvantagem de baixo rendimento quantico,
quando comparados com sinteses realizadas em meio orgéanico (H. R; SCHIFFMAN;
BALAKRISHNA, 2018).

A principal dificuldade que o crescimento do quantum dot em solugdo aquosa
apresenta é o fato de nao ser conhecida, com detalhe, a relacdo que existe entre os
diferentes parametros de reagao e o tamanho médio das particulas que vao sendo
formadas ou a respectiva distribuicdo destas pela solugdo (DE MELLO DONEGA,
2014; H. R; SCHIFFMAN; BALAKRISHNA, 2018).

Entretanto, sabe-se que o crescimento de um sélido em solugdo pode ser
explicado pela Teoria da Nucleagdo. De acordo com esta teoria, o crescimento de
nanocristais em solugao envolve dois processos, a nucleacdo propriamente dita,
seguida do crescimento dos cristais (ZAD; MOGHADDAM; ESKANDARIAN, 2014). O

diagrama de LaMer ilustra o processo de nucleagao e crescimento das nanoparticulas.
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Quando a concentracio do soluto aumenta em fungdo do tempo, nenhuma nucleacao
ocorreria mesmo acima da solubilidade de equilibrio (HASSAN, 2016). A nucleagéo
ocorre somente quando a supersaturagao atinge um certo valor que corresponde a
barreira de energia para o comeg¢o da nucleagao. Apds a nucleagao a concentragao
do soluto diminui e a variagdo da energia livre de Gibbs por unidade de volume
também diminui (HU; ZHU, 2015). Quando a concentragédo decresce até ultrapassar
a energia critica, a nucleagao cessa, porém, o sistema evolui até que a concentragao
do soluto atinja o equilibrio. Os nucleos existentes agregam material da fase liquida,
dando inicio a fase de crescimento da particula. Os estagios de nucleagédo esta

representado na Figura 8.
Figura 8. Representacéo dos estagios de nucleacao e crescimento de nanocristais monodispersos

segundo o modelo de La Mer
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Fonte: (BODNARCHUK; KOVALENKO, 2013)

Para as sinteses de nanoparticulas com distribuicdo de tamanhos uniformes, seria
ideal se todos os nucleos se formassem ao mesmo tempo e com 0 mesmo tamanho,
€ para que isso ocorra € desejavel que o periodo de nucleagdo ocorra num intervalo
curto de tempo (VREELAND et al., 2015). Na pratica isso € obtido aumentando
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abruptamente a concentragédo do soluto a um patamar de alta supersaturagao e logo
a seguir, diminuindo-a para abaixo do patamar de nucleagéo.

Desde sempre, a literatura aponta o método de sintese coloidal, como sendo
aquele que permite obter melhores resultados para quantum dots de elementos dos
grupos 12 e 15 da tabela periodica. Apesar de se encontrarem publicagcdes de
trabalhos sobre a preparacédo e estudos de quantum dots desde 1982 (ALFASSI;
BAHNEMANN; HENGLEIN, 1982), a sintese de nanocristais de CdTe sé surgiu por
volta da década de 90 (MENDONCA, 2008).

A principal dificuldade encontrada na preparacao de CdTe foi a obtencéo de fontes
estaveis de Te?. Isto deve-se a reatividade que o telurio sélido apresenta, em solugéo
aquosa, na presenca do oxigénio do ar, formando o respectivo 6xido, TeO, fato que
dificulta a reducdo de tellrio sdlido a Te?. Para ultrapassar este problema, é
necessario utilizar atmosferas inertes nesta fase da sintese.

Além disso, os processos mais utilizados na obtengao de quantum dots de CdTe
durante alguns anos foi apenas em meio organico, utilizando os reagentes
trioctilfosfina (TOP) e 6xido de trioctilfosfina (TOPO) (BRUS, 1991; HINES; GUYOT-
SIONNEST, 1998). Isto dificultava muito, como citado anteriormente, a aplicagéo
destes nanocristais em sistemas biolégicos ou aquosos em geral. Além disso,
apresentava problemas relacionados com o alto custo que envolvia a aquisicao dos
reagentes utilizados (TSOI et al., 2013). Atualmente se conhece melhor os processos
que permitem a producdo destes quantum dots com alto rendimento quantico,
sintetizados diretamente em meio aquoso e com custos muito mais baixos (SINGH et
al., 2017).

O processo mais utilizado nesta sintese passa pela utilizagdo de NaBH4 como
agente redutor do telurio metalico e pela utilizagao de funcionalizantes que possuem
um grupo tiol na extremidade que liga a superficie do quantum dot e um outro grupo
funcional na outra extremidade, que lhe permite estabelecer ligagbes, de acordo com
a aplicacao em vista.

Esses estabilizantes contendo grupos SH sao bastante utilizados nas sinteses de
quantum dots em meio aquoso. Isso deve-se ao fato do enxofre apresentar uma
grande afinidade quimica com ions de Cd?*. Além disso, sabe-se que as suspensdes
de quantum dots sintetizadas com um pequeno excesso de tiois, em condi¢des
alcalinas, produzem a hidrdlise parcial destes grupos, fato que vai resultar na

incorporagao dos atomos de enxofre na interface dos quantum dots com o meio.
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2.13 QUANTUM DOTS COMO MARCADORES BIOLOGICOS

Os trabalhos pioneiros que utilizaram as caracteristicas dos quantum dots para
finalidades como marcadores bioldgicos, foram publicados simultaneamente em 1998
(BRUCHEZ et al., 1998; CHAN; NIE, 1998), onde foi estudado o uso de nanocristais

CdSe no sistema core-shell.

Bruchez e colaboradores produziram nanocristais semicondutores para aplicagao
como sondas fluorescentes na coloragéo biolégica e diagnédstica. J& Chan e Nie,
acoplaram biomoléculas aos quantum dots para a deteccdo ultrassensivel de
materiais bioldgicos especificos. Desde entdo, surgiram diversas aplicagbes de
diferentes quantum dots como marcadores de estruturas bioldgicas. Esses novos
meétodos vém apresentando inUmeras vantagens em relagao aos corantes organicos,
que podem ser toxicos e sofrer rapida degradacao, além de serem excitados em curto
comprimento de onda. Entre as vantagens para utilizagdo de quantum dots como
marcadores pode-se citar: 1) emissdo em varios comprimentos de onda para o mesmo
material; 2) elevada fotoestabilidade; 3) marcacdo simultdnea de diversos
componentes e estruturas celulares e 4) material biolégico pode ser analisado no
préprio meio de cultura e podem se dirigir a alvos moleculares especificos no interior
das células (MARSH et al., 2007; SZENT-GYORGY! et al., 2008).

Wu e colaboradores foram os primeiros a demostrar que quantum dots podiam ser
usados para reconhecer, com eficiéncia e especificidade, alvos moleculares. Nesse
estudo, os quantum dots foram encapsulados dentro de um polimero de casca e foram
biofuncionalizados com moléculas (imunoglobulina e estreptavidina) e aplicados ao
alvo receptor de superficie celular, componentes do citoesqueleto (actina e
microtubulos) e o antigeno nuclear, ambas as células foram fixadas vivas. Foram
utilizados simultaneamente quantum dots de duas cores diferentes (630 nm e 535
nm), os quais foram comparados com o corante comercial Alexa. Os resultados
demonstraram que os quantum dots eram consideravelmente mais fotoestaveis que o
corante Alexa. As propriedades Opticas unicas dos quantum dots, incluindo a
fotoestabilidade estendida e a excitagdo multicolor, indicam sua capacidade como
novos fluoréforos para serem aplicados in vivo e in vitro (JIN et al., 2011; WU et al.,
2003; XING; RAO, 2008).
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Muitas estratégias foram desenvolvidas e utilizadas para acoplar biomoléculas aos
quantum dots, que dependem dos grupos reativos presentes em sua superficie.
Existem basicamente duas estratégias usadas para conjugar quantum dots a
biomoléculas (BLANCO-CANOSA et al., 2014):

e Adsorcdo: baseada nas interagcdes ndo-covalentes entre quantum dots e
biomoléculas tais como interagdes eletrostaticas e hidrofobicas (KARAKOTI et
al., 2015);

e Ligacao covalente: quando os grupos funcionais da superficie do quantum dots

s&o covalentemente ligados a biomolécula (CABRAL FILHO et al., 2015a);

As técnicas comumente utilizadas para a bioconjugacdo de quantum dots a
moléculas bioldgicas incluem adsorgdo nao especifica e ligagao covalente (H. R;
SCHIFFMAN; BALAKRISHNA, 2018). Alguns estudos utilizaram proteinas adsorvidas
na superficie de quantum dots soluveis em agua. Essa adsorgdo é diretamente
influenciada pela forga ibnica, pH, temperatura e a carga de superficie da molécula
(XING; RAO, 2008).

O processo de bioconjugacédo néo € simples, pois as propriedades dos quantum
dots e da biomolécula precisam ser mantidos. Assim, a estratégia de conjugacado mais
eficaz precisa ser otimizada para manter ou melhorar a estabilidade de ambos (BILAN
et al., 2015). Além disso, devido a alta relagao superficie/volume, € possivel combinar
diferentes biomoléculas em um udnico quantum dot, fornecendo uma sonda
multifuncional e multi-alvo (BOLES et al., 2016).

Devido as propriedades unicas destes nanocristais fluorescentes, a conjugagao
para biomoléculas cria uma ferramenta poderosa para o diagnéstico molecular de
doencgas (LIN et al., 2014). Os bioconjugados desenvolvidos podem (i) promover a
elucidacao de processos celulares, (ii) agir como sondas para compreender a biologia
celular, e (iii) permitir a aprendizagem durante a entrega de drogas e processos
cirurgicos (BILAN et al., 2015; LIN et al., 2014). Ou seja, o conjugagao de lectinas a
quantum dots permitiu o desenvolvimento de novas sondas fluorescentes para

investigar a distribuigcdo e expressao de carboidratos/lectinas em células e tecidos.
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3 MATERIAL E METODOS
3.TMATERIAL

Acido mercaptosuccinico (MSA), perclorato de cadmio (Cd(ClO4)2), boridreto de
sodio (NaBHa4), telurio (TeP), cloridrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida
(EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS), lectinas Con-A, WGA e PNA foram obtidos pela
Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA).

3.2 SINTESE E CARACTERIZACAO DE CdTe-MSA

Quantum dots de CdTe estabilizados com MSA foram sintetizados de acordo com
a metodologia previamente descrita (CABRAL FILHO et al., 2015b). A razdo molar da
sintese foi de 2:1:2,4 de cadmio, telurio e MSA respectivamente. Para o crescimento
da nanoparticula a reac¢ao foi mantida sob agitagdo constante por 8 horas a 90°C. A
caracterizagao otica foi realizada por espectros de absor¢dao e emissao por UV-Vis

(Shimadzu) e fotoluminescéncia (Fluorimetro LS 55 - Perkin Elmer).

3.3CONJUGACAO LECTINA-QD

O quantum dot foi covalentemente ligado ao WGA e a PNA. Embora a conjugagao
de biomoléculas fosse conduzida separadamente, o protocolo usado para ambas
proteinas foi o mesmo. Um planejamento fatorial fracionado 252 (Tabela 1) foi aplicado
para verificar os efeitos de interacdo do numero de nanoparticulas de quantum dots,
concentracdo de cloridrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC),
concentragédo de N-hidroxisuccinimida (NHS), concentragéo de proteina e o tempo de
conjugacao (dias). A conjugacéo das biomoléculas tomou como base o protocolo de
Cabral Filho et al., 2015 realizando poucas adaptacées. Em primeiro lugar, o pH do
quantum dot foi ajustado para 5,5 com MSA (4,9% p/v), em seguida foi adicionado 500
uL de EDC (4,0 — 0,8 mg mL™") e 500 pyL de NHS (5 - 10 mg mL") ao sistema.
Finalmente, 200 uyL de WGA ou PNA (0,5 — 1,0 mg mL-1) foram incubados aos

quantum dots.
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Tabela 1. Variaveis independentes, concentragdo de quantum dots, concentragcdo de EDC,
concentracao de NHS, concentragao de proteina e tempo de conjugacao, bem como os niveis avaliados.
Para a analise foi utilizado o software STATISTICA 10.0.

Variaveis -1 1
Nanoparticula de Quantum dot 1x10"° 2x10"
Concentragao de EDC 1 uM 2 UM
Concentragado de NHS 5 uM 10 uM
Concentragao de proteina 0.5 mg/mL 1 mg/mL
Tempo de conjugacéo (dias) 7 15

Fonte: O autor (2018)

A Con-A foi conjugada ao quantum dots de CdTe-MSA pelo método de adsorgao
de acordo com a metodologia previamente relatada (TENORIO et al., 2015) aplicando
a razao de 1000:1 (QDs:ConA). Para conjugacgao pelo método de adsorg¢édo, o pH do
quantum dot foi ajustado a 8,0 e incubado com ConA durante 2 horas a 25 °C, sob
agitacéo constante. Para 3 mL de solu¢do contendo concentragado de quantum dots a
5 x 10 mol L', ConA foi adicionado a 280 ug mL-'. Esses conjugados foram
caracterizados por espectroscopia de absor¢ao, emissao e ensaio fluorescente por
microplaca (revestida com manose para o conjugado de ConA) para avaliar as
propriedades opticas dos conjugados e a efetividade da conjugagao (Carvalho et al.,
2014).

A fim de se obter o espectro de absorcéo, foi realizada uma varredura na faixa de
400-700 nm. Esta analise foi realizada no Espectrofotdmetro UV-Vis (Shimadzu). Para
obtencao do espectro de emisséo, foi fixado o comprimento de onda de excitacdo em
365 nm e realizada a espectroscopia de emissao, utilizando o Espectrofluorimetro
LS55 (Perkin Elmer, Freemont, USA). Para tal, foi feita uma varredura na faixa de 400-
700 nm.

3.4CARACTERIZACAO DOS CONJUGADOS LECTINA-QD
3.4.1 Ensaio de fluorescéncia em microplaca

Este método foi desenvolvido pelo grupo de pesquisa e baseia-se na quantificacao

da auséncia ou presenca de sinais de fluorescéncia de amostras colocadas em um
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Leitor de Placa de Fluorescéncia (Carvalho et al., 2014), assim como descrito na
Figura 1. Os quantum dots, as lectinas e os bioconjugados foram incubados em uma
microplaca de poliestireno (microplacas Black Optiplate F HB de 96 pocgos -
PerkinElmer). A microplaca foi incubada por 2 horas em banho-maria a 37 °C. Apés a
incubagédo, a microplaca foi lavada trés vezes utilizando PBS pH 7,2 - 0,01 M. Todos
0s ensaios experimentais foram realizados em triplicata com 100uL das amostras. O
filtro de excitacdo foi o F405 (405 nm/5nm) e o filtro de emissao foi o F595 (595

nm/30nm).

Figura 9. Esquema do ensaio realizado em microplacas de poliestireno. Quantum dot saem na lavagem
nao gerando fluorescéncia e lectinas apresentam baixa autofluorescéncia. Entretanto o conjugado de
lectina-QD produzem sinal de fluorescéncia evidenciando a conjugacdo da biomolécula a

nanoparticula.
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Fonte: O autor (2018)

3.5 MARCAGAO DE TECIDO COM CONJUGADOS DE LECTINA-QD

As amostras parafinizadas foram obtidas do Departamento de Patologia do Hospital das
Clinicas — UFPE, sendo os mesmos blocos histoldgicos utilizados no trabalho de Silva et al.,
2014. Nesse trabalho foram utilizados 15 ldminas de tecido de hiperplasia benigna prostatica
e 15 laminas de adenocarcinoma prostatico. As idades dos pacientes para HBP e CaP
variaram entre 47 e 89 anos e 58 e 84 anos, respectivamente. A preparagao das laminas foi
realizada com cortes de 4 um dos blocos de tecido. As Iaminas foram entao desparafinizadas
e reidratadas através do uso de solugdes de xilol e solugdes de alcool em diferentes

concentragdes (100% e 70%). Apds a desparafinizagéo, os cortes foram tratados com uma
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solucéo de tripsina 0,1% (m/v), durante 2 minutos a 37 °C. Em seguida, os tecidos foram
incubados com 100 pL do conjugado lectina-QD por 30 minutos, a 4 °C. Nas laminas controle,
incubou-se os tecidos com 100 pL de conjugado inibido com uma solugao 0,3 M do carboidrato
especifico para conjugados de Con-A. Foi feito também o controle utilizando para marcagéo
apenas o quantum dot, com o proposito de verificar se haveria alguma marcagao inespecifica.
As laminas foram entao lavadas com PBS pH 7,2 - 0,01 M. Posteriormente, foram adicionados
50 uL de PBS pH 7,2 - 0,01 M sobre a lamina e esta foi coberta com laminula para realizagao
da leitura em microscopio.

Para a quantificacdo da fluorescéncia da marcacdo tecidual de neoplasia
prostatica pelos conjugados de lectinas aos quantum dots, foi realizado cortes de 0,25
cm? nas laminas e depositado no fundo do pogo da microplaca preta Optiplate F HB
de 96 pocgos (PerkinElmer) juntamente com 100 uL de PBS pH 7,2 - 0,01 M, assim

como ilustra a Figura 2.

Figura 10. Esquema da marcacéo tecidual com lectina-QD. Apds o processo de desparafinizagéo, a
lamina seguira para analise de microscopio para obtengido das imagens, ou uma area em forma de
0,25cm? da secdo de tecido sera cortada e transferida para uma microplaca de poliestireno para

quantificagdo da expressao da fluorescéncia como intensidade relativa.
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3.6 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As laminas foram analisadas no microscopio de fluorescéncia (Leica DMI4000B, Leica,
Alemanha) utilizando o filtro com excitagdo passa banda (340-380 nm) e coleta de emisséo
passa alta, acima de 425 nm, para que fosse detectada a autofluorescéncia emitida pelo tecido
(visualizada na faixa do azul-verde), assim como a fluorescéncia emitida pelos quantum dots
(visualizada na faixa do laranja-avermelhado). Os tecidos foram observados usando a objetiva
de 20 e 40x. As imagens foram adquiridas utilizando a camera PCO Pixelfly (PCO-TECH Inc.,
Michigan, USA). Todas as imagens foram coletadas utilizando os mesmos parametros de
aquisicao. A Figura 3 ilustra esquematicamente o processo de conjugag¢ao da biomolécula ao

quantum dot e a aplicagéo ao tecido para analise de microscopia de fluorescéncia.

Figura 11. Esquema da conjugacéo das lectinas aos quantum dots utilizando o EDC e o NHS e

marcagao dos tecidos neoplasicos da prostata.
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Fonte: O autor (2018)




40

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A combinacéao das propriedades 6pticas dos quantum dots e a especificidade das
lectinas pelos carboidratos se torna uma ferramenta para o estudo da glicobiologia do
cancer. Esses bioconjugados sao utilizados para diversos estudos de glicobiologia,
com potencial para auxiliar na avaliagdo de fungbdes de lectinas, identificacdo e
monitoramento de altera¢gdes em estruturas bioldgicas ricas em carboidratos, e pode
fornecer informagdes valiosas por técnicas baseadas em fluorescéncia (CUNHA et al.,
2018).

Os quantum dots foram caracterizados por espectroscopia de absorg¢ao e emissao
com a finalidade de avaliar o tamanho e a qualidade de fluorescéncia dos nanocristais.
As analises oOpticas do quantum dot, como ilustra a Figura 4, revelaram um pico de
absorgcao de aproximadamente L = 565 nm e o0 maximo da banda de emissao a A =
599 nm. Os conjugados de ConA, PNA e WGA nao modificaram o padrdo de

comportamento do quantum dot sem conjugado a nenhuma biomolécula.

Figura 12. Caracterizagdo 6tica do quantum dot de CdTe. O espectro de absor¢cdo em linha cheia e

espectro de emissdo em pontilhado. Excitagcdo em 488 nm
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Fonte: O autor (2018)

Segundo a literatura, os pontos quanticos sintetizados e utilizados neste trabalho
possuem aproximadamente 3.2 nm de didmetro (DAGTEPE et al., 2007). Usando as
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informacdes descritas no espectro de absorcao, é possivel, através da Lei de Lambert-

Beer, obter a concentragdo de nanoparticulas presentes na amostra (YU et al., 2003).

Foi estabelecido que, para a confirmagao da conjugag¢ao da ConA aos quantum
dots, os conjugados deveriam apresentar pelo menos 100% de aumento da
intensidade de fluorescéncia quando comparados aos valores médios dos controles
no ensaio fluorescente em microplaca (Carvalho et al., 2014). O sinal do conjugado
com ConA foi cerca de 549% maior que os controles, indicando que houve

conjugacao.

A conjugagao das lectinas aos quantum dots foi avaliada usando planejamento
fatorial 252 com a finalidade de investigar as principais variaveis que afetam o
processo de conjugacao. A Tabela 2 exibe o efeito das variaveis independentes tendo
como resposta a fluorescéncia relativa. O ensaio de maior significancia para a
conjugacao com WGA confirma a resposta encontrada no grafico de normalidade,
onde o nivel de menor quantidade de proteina afetou positivamente no processo de
conjugacao. Ja no ensaio de maior relevancia para a conjugagao da PNA demonstra
que a melhor condi¢cdo para tal € a maior concentragdo de quantum dots e maior

tempo para o processo de conjugacao.

As técnicas utilizadas no processo de bioconjugacdo sao inteiramente
dependentes das propriedades da biomolécula e das propriedades do material. As
técnicas de modificacdo de superficie do material e as propriedades quimicas da
biomolécula devem ser estudadas e escolhidas com extremo cuidado, pois
metodologias podem definir o sucesso ou o fracasso da bioconjugagao
(HERMANSON, 2013). Diversas técnicas quimicas podem ser utilizadas para o
acoplamento de uma proteina a quantum dots como o jungdo por meios de ligagéo
covalente entre a proteina e o QD, ou até mesmo adsorcao por meio das interacoes
eletrostaticas forgas de van der Waals e outros (STEPHANOPOULOS; FRANCIS,
2011).
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Tabela 2. Variaveis independentes usadas no planejamento fatorial fracionado 252, apresentando as

combinagdes das variaveis e em resposta a fluorescéncia relativa obtida pelo ensaio de microplaca de

poliestireno.
ENSAIO | Concentragao Concentragdao Concentragdo Nanoparticula Tempo Fluorescéncia Fluorescéncia
de EDC de NHS de proteina de Quantum relativa relativa

dot (WGA) (PNA)
1 - - - + + 490% 429%
2 + - - - - 160% 123%
3 - + - - + 150% 328%
4 + + - + - 380% 418%
5 - - + + - 100% 235%
6 + - + - + 100% 235%
7 - + + - - 150% 76%
8 + + + + + 160% 441%

Fonte: O autor (2018)

A utilizagdo do planejamento fatorial € eficiente, principalmente devido ao menor
numero de amostras necessarias em comparacao a testes realizados separadamente.
Métodos estatisticos também podem ser incorporados para analisar as interacdes
entre os fatores estudados. Com isso € possivel reduzir os custos e o tempo de
experimento (PANDIS et al., 2014). O planejamento fatorial ja tem sido utilizado nas
mais diversas areas de pesquisa como a conjugacao de oligomicina a quitosana (ZU
et al., 2011), invertase imobilizada a nanoparticulas de terra diatomaceas (CABRERA
et al., 2017), purificacao da lectina de sementes de Canavalia grandiflora (PORTO et
al., 2011) e entre muitos outros. As lectinas, apesar de possuirem afinidade por
carboidratos, apresentam uma vasta gama de diferengas em suas estruturas. Por isso
o estudo de suas propriedades e as metodologias de bioconjugagao sao tao
importantes. Atualmente ainda existe a caréncia de estudos utilizando planejamento
fatorial como ferramenta positiva para otimizagdo de conjugacédo de lectinas aos

quantum dots.
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Figura 13. Graficos de normalidade da conjugacdo da WGA (A) apresentando fatores de maior
influéncia para o processo de conjugacao foi a concentragdo da proteina e o fator de interagdo de
segunda ordem entre concentragdo de NHS e o tempo; e PNA (B) fatores que tiveram maior

participagao para o processo de conjugacgéao foi o tempo e a concentragdo do quantum dot.
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Fonte: O autor (2018)

Na Figura 5 observa-se os graficos de normalidade da conjugag¢ao do quantum dot
a WGA e PNA, respectivamente. Na conjugacgao referente a WGA os fatores que
tiveram maior importancia para o processo foi a concentragao da proteina e o fator de
interacado de segunda ordem entre concentragao de NHS e o tempo. Ja na conjugacao
referente a PNA os fatores que tiveram maior participagao para o processo foi o tempo

e a concentragao do quantum dot. Apesar de utilizar os mesmos parametros para
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montagem dos ensaios de conjugagao, as respostas para os conjugados foram bem
diferentes. Interessantemente essa triagem revelou um excesso de uso da proteina
WGA, sugerindo que menores concentragdes sao mais adequadas para uma melhor

conjugacao. Dessa forma tornando o processo menos dispendioso.

A lectina WGA possui oito sitios de ligagao a carboidratos, sendo dois nos sitios
primarios e dois nos sitios secundarios, localizados na interface de duas moléculas
subunitarias (HARATA; NAGAHORA; JIGAMI, 1995). Em pH acido (abaixo de pH 3),
esta lectina € um mondmero com peso molecular de 17 kDa. No entanto com pH
neutro, € um dimero com peso de 35 kDa (NAGATA; BURGER, 1974). Entretanto a
lectina PNA é um tetrémero com peso molecular de 25,2 kDa para o mondémero, dessa
forma, o tetramero nativo teria o peso molecular de 100,8 kDa. Nao € imprevisto que
os grupos NH2 na superficie da molécula de lectina participam na conjugagcéo com os
grupos COOH dos quantum dots hidrofilicos (ZHELEYV et al., 2005). Essas diferengas
moleculares e estruturais sdo de extrema importancia para determinar os melhores

parametros de metodologia para a conjugagéo com quantum dots.

Apesar da conjugacéo por meio de ligagdo covalente ser considerada mais
estavel, a interagao do quantum dot com a ConA se deu por meio da adsorgao. A
interacdo por adsorcdo € baseada em atragbes hidrofébicas ou por interagao
eletrostatica, sendo, dessa forma, um método simples, flexivel, amplamente utilizado.
O conjugado de ConA-quantum dot precipitava instantes apés a conjugacéao
covalente. Imaginavamos que o pH do processo de conjugacao alterava o estado
tridimensional da proteina, tornando-se inadequado para a conjugagao. Entretanto Hu
et al., 2012 conjugou ConA a CdTe sintetizados com acido tioglicolico. Além da
diferenca de estabilizante, o quantum dot utilizado tinha diferenca no tamanho da
nanoparticula utilizada pelo nosso grupo de pesquisa. Outra metodologia de
conjugacgao de quantum dots a ConA utilizou sinteses de CdTe/GSH (WANG et al.,
2010). Dessa forma a reducao do pH para conjugacgao nao foi necessario, utilizando

o glutaraldeido como agente de acoplamento.

Com a finalidade de demonstrar a especificidade da marcagao obtida, foram
realizados ensaios de inibigao utilizando carboidratos especificos e quantum dot sem
a presenca da lectina. Dessa forma, em paralelo aos ensaios de marcagao, o

conjugado de ConA foi inibido com metil a-D-manopiranosideo antes de serem
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aplicado nos tecidos, enquanto para o conjugado de WGA e PNA foi utilizado apenas
0 quantum dot sem a biomolécula. A incubacgéao prévia com o carboidrato faz com que
este ocupe os sitios de ligagdo a carboidratos presentes nas lectinas e assim, ao ser
aplicado no tecido, o conjugado ndo é capaz de reconhecer os glicoconjugados
localizados na superficie celular. O resultado dos testes de inibicdo da marcagao é

mostrado na Figura 7.

Como esperado, apds o conjugado ConA-QD ser inibido com seu carboidrato
especifico, ocorreu redugdo quase total da marcacido das amostras hiperplasia
benigna prostatica e adenocarcinoma prostatico. O mesmo comportamento foi
verificado ao utilizar apenas o quantum dot para marcacgao tecidual. Uma vez que os
sitios de reconhecimento a carboidratos da lectina estejam ocupados, ndo ocorre
interagdo dos conjugados com o0s agucares presentes na superficie das células. Este
resultado indica que a marcagao obtida pelos conjugados das lectinas aos quantum
dots nas amostras de hiperplasia benigna prostatica e adenocarcinoma prostatico foi,

de fato, especifica.

Na Figura 6 fica evidente a capacidade dos conjugados de ConA-QD e WGA-QD
na marcacao tecidual prostatico, revelando uma alta expressao de residuos de a-D-
glicose/manose e N-acetil-D-glicosamina/Acido N-acetil-D-neuraminico na regido
celular em todos os tecidos. E possivel observar na imagem uma forte marcacéo
celular, porém uma fraca afinidade dos conjugados pelo estroma. Apesar da
importancia do estroma tumoral para o desenvolvimento, promogao e invasdo do
cancer, revelando consideravel papel como fonte de novos biomarcadores de cancer
(SUND; KALLURI, 2009), nos tecidos prostaticos nao foi observado afinidade pelos

conjugados de lectinas-QD pela regiao estromal.
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Figura 14 Marcacgéo de tecidos prostaticos com ConA-QD (400x). Em A, tecido de hiperplasia benigna

prostatica, em B, adenocarcinoma prostatico. Marcagédo de tecido prostatico com WGA-QD. Em C,

tecido de hiperplasia benigna prostatica, em D, adenocarcinoma prostatico.

Fonte: O autor (2018)
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Figura 15 Confirmacao da especificidade dos conjugados (400x). Em A e B a inibicdo com metil a-D-

manopiranosideo dos conjugados ConA-quantum dot. Em C e D tecidos incubados com quantum dots

sem biomoléculas.

Fonte: O autor (2018)

Modificagdes nos padrbes de glicosilagdo € uma caracteristica universal das
células cancerigenas (VARKI; KANNAGI; TOOLE, 2009). O crescimento do tumor
esta associado a alteragdes na estrutura dos residuos de glicano pertencentes as
glicoproteinas e glicolipidios da superficie celular. Esta glicosilagao aberrante é
causada por uma disfungédo de glicosiltransferases e glicosidases (SILVA-FILHO et
al., 2017). Com ampla aplicagbes em diferentes areas, o uso das lectinas tém atraido
a atencdo para a compreensdo da glicobiologia do cancer, seja para investigar
mudangas na expressado de glicoproteinas ou devido a sua potencial atividade
antitumoral (XU et al., 2015; YOON et al., 2003). Lectinas conjugadas a quantum dots
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podem ser usadas como sondas fluorescentes para monitorar mudancas na

expressao de glicoproteinas em células ou tecidos (CUNHA et al., 2018).

Todas as amostras de tecidos humanos apresentam autofluorescéncia prépria,
que é em grande parte devido as fibras de colageno (YUEYUE et al.,, 2017). O
colageno esta presente em grande quantidade nas membranas basais dos tecidos e

possui forte emissado na regido do azul-violeta.

Esse padrao de marcagao seguiu para os tecidos de hiperplasia benigna prostatica
e adenocarcinoma prostatico, corroborando com os resultados obtidos por
(SODERSTROM, 1987) que utilizou isotiocianato de fluoresceina conjugado a sete
distintas lectinas, entre elas a ConA, WGA e PNA. Na prostata humana, a marcagao
tecidual de ConA e WGA foi relatada para epitélio normal, hiperplasico e carcinoma
bem diferenciado. Entretanto, assim como foi observado nos ensaios realizados nesse
trabalho a PNA tem ligagdo ausente no tecido prostatico e diminui mais ainda no
avancar da idade do paciente (MCNEAL et al., 1988). A utilizacdo de metodologias
quantitativas de lectinas conjugadas a éster de acridina na marcagéo de tecidos
neoplasicos de préstata revelam a diferenca de expressao de a-D-glicose/manose,
onde conjugados de ConA tiveram uma alta marcagdo em tecidos normais quando
comparados aos seus tecidos neoplasicos (DA SILVA et al., 2014). Entretanto esses
resultados sao exatamente opostos relatados por estudos anteriores (CORREIA et al.,
2010). Os métodos quantitativos aplicados em (DA SILVA et al., 2014) confirmam a

baixa expressdo de N-acetil-D-glicosamina/Acido N-acetil-D-neuraminico.

Na quantificagcdo da fluorescéncia de marcacéao tecidual com lectinas-QD, como
representado na figura8, observou-se maior expressdo de residuos de a-D-
glicose/manose e N-acetil-D-glicosamina/Acido N-acetil-D-neuraminico, reconhecidos
por ConA-quantum dot e WGA-quantum dot, entre os tecidos de hiperplasia benigna
prostatica e adenocarcinoma prostatico. As marcagdes com conjugados de PNA-QD

demonstraram baixa marcacao tecidual.
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Figura 16. Ensaio de microplaca de fluorescéncia na avaliagdo da marcagao dos conjugados WGA-
QD, PNA-QD e ConA-QD na investigacao do glicofenétipo em tecidos de hiperplasia prostatica benigna

e adenocarcinoma prostatico.
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Fonte: O autor (2018)

No estudo de Silva et al., 2014 foi demonstrado que os tecidos prostaticos
neoplasicos apresentavam uma expressao de a-D-glicose/manose significativamente
inferior em comparagcdo com os tecidos prostaticos normais. No entanto, n&o existia
diferenga entre a expressao desses carboidratos nas condigcbes malignas e benignas.
Entretanto o presente trabalho, ao utilizar os mesmos blocos de estudos que Silva et
al., 2014, porém utilizando conjugados de lectinas aos quantum dots demonstrou uma
moderada diferenca entre expressdao desses carboidratos. Estes resultados
discordam dos relatados por Correia et al., 2010 onde observaram um aumento da
expressao de a-D-glicose/manose em tecidos hiperplasicos em comparagao com os

tecidos normais e de adenocarcinoma prostatico.

Os quantum dots possuem propriedades oticas melhores que os corantes
organicos tradicionais, como a alta intensidade de fluorescéncia, fotoestabilidade,

comprimento de onda de emissao ajustavel com o tamanho do nanocristal e possivel
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marcagao multipla. Por causa dessas vantagens épticas, as imagens baseada em
quantum dots tém sido amplamente aplicada em pesquisas sobre o cancer (WANG et
al., 2015). Os tipos de cancer mais incidentes no mundo estdo as neoplasias de
prostata e as de mama (INCA, 2017a). Essa € a razdo do crescente estudo da
glicobiologia dessas neoplasias utilizando quantum dots conjugados a lectinas. Ao
compararmos imagens de marcacgao de ConA-quantum dot entre tecidos de neoplasia
prostatica e de mama, a regiao estromal dos tecidos de prdstata possuem uma
expressao de a-D-glicose/manose extremamente inferior que os tecidos de mama
(ANDRADE et al., 2013). A regido do estroma na prostata € composto por um tecido
mais colagenoso e com muitos linfécitos residentes, células neuroenddcrinas e menos
vascularizado. Na mama temos um estroma menos fibroso, entremeado de adipdcitos
além das células mioepiteliais, com menos linfocitos residentes e com isso conjugados
de lectinas a quantum dots séo capazes de interagir com os residuos de carboidratos

presentes nessa regiéo.
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5 CONCLUSAO

A conjugacéao de lectinas aos quantum dots nao mudaram significativamente as
propriedades 6ticas das nanoparticulas, bem como nao interferiram na capacidade de
reconhecimento dos carboidratos pelas lectinas. Tais conjugados possibilitaram a
investigacdo da expressdo de glicanos em hiperplasia benigna prostatica e
adenocarcinoma prostatico. Como mostrado pelos ensaios de inibigdo, a interagao
entre os conjugados e as moléculas de superficie celular € muito especifica.

O padrdo de expressao de residuos de a-D-glicose/manose e N-acetil-D-
glicosamina/Acido N-acetil-D-neuraminico esta associado a regido celular do tecido,

apresentando marcacgao ausente dos conjugados a porgao estromal.

Tecidos de hiperplasia benigna prostatica e adenocarcinoma prostatico
apresentaram expressao de carboidratos especificos para lectinas ConA e WGA
conjugados aos quantum dots. Entretanto esses tecidos n&o apresentaram expressao
de N-acetil-D-galactosamina, dessa forma nado tiveram marcagdo pela PNA. Os
resultados obtidos neste trabalho indicam um grande potencial na bioconjugacao de
quantum dots a lectinas. Os resultados também sdo um complemento do trabalho
publicado por SILVA et al., 2014 revelando as regides de marcacao das lectinas nos
tecidos prostaticos. Essas sondas nanobiotecnolégicas tém alta capacidade de

elucidagdo do microambiente neoplasico celular e extracelular.
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Background Quantum dots (QDs) are outstanding nanomaterials of great interest to life schences, Their con-
Quantum dots jugation versatility added to unique optical properties, highlight these nanocrystals as very promising fluor-
LC.‘:::hyd escent probes. Among uncountable new nanogystems, in the last years, QDs conjugated 1o glycans or lecting have
rate

aroused a growing attention and their application as a tool to study biological and functional properties has
increased.

Scope of review: This review describes the strategies, reported in the literature, to conjugate QDs to lecting or
carhohydrates, providing valuable information for the elaboration, improvement, and application of these na-
nocanjugates. It also presents the main applications of these nanosystems in glycobiology, such as their patential
to study microor ganisms, the development of diseases such as cancer, as well as to develop biosensors.

Major conclisions: The development of glyconanoparticles based on QDs emerged in the last decade. Many
waorks reporting the conjugation of QDs with carbohydrates and lectins have been published, using different
strategies and reagents. These bioconjugates enabled studies that are very sensitive and specific, with potential
to detect and elucidate the glycocode expressed in various normal or pathologic conditions.

General significance: Produce a quick reference source over the main advances reached in the glyconano-
technology using QDs as fluorescent probes.
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