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RESUMO

As neoplasias sdo doengcas complexas que apresentam inumeras alteracfes
moleculares. Antes mesmo da formacéo dos tumores, tais alteracdes metabdlicas ja
precedem a proliferagdo celular e crescimento tumoral. Otto Warburg, em 1926,
observou que as células neoplasicas apresentavam diferencas no metabolismo
energeético, entretanto, por conta de limitacbes da época era impossivel estudar de
forma mais aprofundada esse comportamento. Desde entdo, surgiram indmeros
avancos na nanobiotecnologia, tornando possivel o avanco no diagndéstico molecular
e compreensdo de doencas complexas, como o cancer. Os pontos quanticos (PQs),
sao nanocristais fluorescentes que vém sendo largamente utilizados em ciéncias da
vida, possibilitando estudos com elevada sensibilidade e especificidade. Isso é
possivel devido as caracteristicas Unicas desses nanocristais, como superficie ativa
para conjugacdo com biomoléculas e resisténcia a fotodegradacdo, permitindo
estudos com maior duracdo de tempo, como aqueles relacionados ao metabolismo
do cancer. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi desenvolver um conjugado
baseado em PQs e um anélogo da glicose para estudos da captacdo deste
carboidrato por células do céncer. Os PQs de telureto de cadmio (CdTe)
estabilizados/funcionalizados com &cido 3-mercaptossuccinico foram sintetizados
em meio aquoso. Os PQs foram caracterizados e conjugados covalentemente ao
anélogo de glicose, D-Glicosamina (D-GN). As caracteristicas fisicas dos PQs e dos
conjugados foram analisadas através da estabilidade coloidal e fluorescéncia sob luz
UV, além de espectroscopias de absorcao e emissdo. A avaliacdo da conjugacao foi
realizada utilizando uma metodologia adaptada do ensaio de fluorescéncia em
microplaca (EFM), empregando o polimero de manose, a Manana, a lectina
tetramérica Concanavalina A (ConA) e o monossacarideo Manopiranosideo. Além
disso, também foi utilizada a citometria de fluxo de leveduras de Candida albicans,
sensibilizadas previamente com a ConA. Por fim, foi analisado o potencial de
interacdo dos PQs-D-GN com células HelLa (adenocarcinoma cervical humano). Os
PQs sintetizados apresentaram tamanho de 3,3 nm, concentracdo de 1,4 pM e
emissao em 630 nm. ApOs a conjugacao houve um redshift de aproximadamente 20
nm, esse deslocamento ja foi relatado para conjugados de PQs com outras
biomoléculas, sendo um indicativo de bioconjugagdo. De acordo com o EFM, o
conjugado apresentou uma Fluorescéncia Relativa (FR) de 1.455% em comparacao
aos controles. Por outro lado, nos poc¢os onde houve inibicdo prévia com o
manopiranosideo a FR caiu para 845%, provando a especificidade. A marcacao das
leveduras indicou conjugacédo eficiente com mais de 90% de células marcadas. A
citometria indicou aproximadamente 85% das ceélulas HelLa marcadas pelo
conjugado PQs-D-GN. Por fim, os conjugados demonstraram oOtima estabilidade
quimica e optica e 0 EFM mostrou-se eficaz na confirmacéo da conjugacéao de PQs
a D-GN. Além disso, esses novos glicoconjugados mostram-se como potenciais
nanoferramentas para estudos de captacédo celular de glicose, bem como para
entendimento da biologia celular do cancer.

Palavras-chave: Pontos Quanticos. Marcadores fluorescentes. Derivado de glicose.
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studies of glucose uptake by cancer cells. 2022. 46 pages. Completion of course
work (Graduate in Biomedicine) — Federal University of Pernambuco, Recife, 2022.

ABSTRACT

Neoplasms are complex diseases that present numerous molecular changes. Even
before the formation of tumors, such metabolic changes already precede cell
proliferation and tumor growth. Otto Warburg, in 1926, observed that neoplastic cells
showed differences in energy metabolism, however, due to limitations at the time, it
was impossible to study this altered behavior in more depth. Since then, numerous
advances in nanobiotechnology have emerged, making possible advances in
molecular diagnosis and understanding of complex diseases such as cancer.
Quantum dots (QDs) are fluorescent nanocrystals that have been widely used in life
sciences, enabling studies with high sensitivity and specificity. This is possible due to
the unique characteristics of these nanocrystals, such as active surface for
conjugation with biomolecules and resistance to photodegradation, allowing studies
with longer duration, such as those related to cancer metabolism. Thus, the objective
of this work was to develop a conjugate based on QDs and a glucose analogue for
studies on the uptake of this carbohydrate by cancer cells. Cadmium telluride (CdTe)
QDs stabilized/functionalized with 3-mercaptosuccinic acid was synthesized in
aqueous medium. The QDs were characterized and covalently conjugated to the
glucose analogue, D-Glucosamine (D-GN), giving rise to the QDs-D-GN conjugates.
The physical characteristics of QDs and conjugates were analyzed through colloidal
stability and fluorescence under UV light, in addition to absorption and emission
spectroscopy. The evaluation of conjugation was performed by the adapted
methodology of the microplate fluorescence assay (MFS), employing the mannose
polymer Manana, the tetrameric lectin Concanavalin A (ConA) and the
monosaccharide Manopyranoside. Moreover, it was also used the flow cytometry of
Candida albicans yeasts previously sensitized with the lectin ConA. Finally, the
interaction potential of QDs-D-GN with HelLa cancer cells (human cervical
adenocarcinoma) was analyzed. The synthesized QDs had an average size of 3.3
nm, concentration of 1.4 yM and emission at 630 nm. After conjugation there was a
redshift of approximately 20 nm, this shift has already been reported for conjugates of
PQs with other biomolecules, being indicative of bioconjugation. According to the
EFM, the conjugate had a Relative Fluorescence (RF) of 1455% compared to
controls. On the other hand, in wells where there was previous inhibition with
mannopyranoside, the FR dropped to 845%, proving the specificity. Yeast labeling
indicated efficient conjugation with more than 90% labeled cells. Cytometry indicated
approximately 85% of the HelLa cells were labeled by the QDs-D-GN conjugate.
Finally, the conjugates showed excellent chemical and optical stability and EFM
proved to be effective in confirming the conjugation of QDs to D-GN. In addition,
these new glycoconjugates show up as potential nanotools for studies of cellular
glucose uptake, as well as for the understanding the cellular biology of cancer.

Key words: Quantum Dots. Fluorescent markers. Glucose derivative. Glucosamine.
Cancerology.
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1 INTRODUCAO

Devido a complexidade das mais diversas doencas que causam
incapacitacdo das pessoas, faz-se necessaria a busca por técnicas mais especificas
para a compreensdo dos mecanismos patolégicos das mesmas, de modo a buscar
melhorarias no diagnostico e tratamento. Nesse contexto, é fundamental o estudo
para maior entendimento da interacdo entre biomoléculas a nivel celular. Com o
advento das técnicas moleculares e a microscopia por fluorescéncia, tornou-se
possivel & percepcdo de tais interacdes, bem como a identificagdo do local de
ocorréncia das mesmas. Nesse contexto, técnicas baseadas em fluorescéncia, que
apresentam alta sensibilidade e especificidade quimica, favorecem o estudo dos
eventos celulares com acuracia e uma grande rigueza de informacdes moleculares
(ETRYCH et al., 2016). Portanto, o uso de marcadores fluorescentes é essencial
para identificar as estruturas celulares e monitorar os processos biolégicos das

interacBes nas quais elas encontram-se envolvidas.

Para essas finalidades, os Quantum Dots, ou Pontos Quanticos (PQs), que
sdo nanocristais fluorescentes de semicondutores, vém ganhando espago na
Nanomedicina. Esse sucesso deve-se as caracteristicas inerentes dos PQs, que
apresentam propriedades mais eficientes, se comparado aos corantes organicos,
como: (1) melhor resisténcia a fotodegradacdo, proporcionando maior tempo de
exposicdo das amostras a luz, além de possibilitar monitoramento e realizacdo de
estudos bioldgicos em tempo real; (2) amplo espectro de absor¢éo, permitindo que
uma Uunica fonte de luz possa excitar a fluorescéncia de PQs de tamanhos
diferentes; (3) estreito espectro de emissdo, possibilitando multiplas marcacfes
simultaneas; (4) sdo eletrodensos, permitindo a sua localizagdo pela microscopia
eletrdnica; (5) emissdo regulavel com a alteracdo do tamanho, ou seja, um PQs de
mesmo material pode emitir em variadas regides do espectro eletromagnético; (6)
presenca de superficie ativa, permitindo a sua conjugacao com varias biomoléculas
ou, ainda, outras nanoparticulas. Por conta de todas essas caracteristicas, os PQs
possibilitam a sua utilizacdo em diversos estudos, como, estudos de imagens in vitro
de células e tecidos, ensaios bioanaliticos, desenvolvimento de biossensores,
imagens in vivo de pequenos animais e também no diagndstico do cancer e outras
patologias (MONTEIRO et al., 2020; PEREIRA et al., 2019a).
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A composi¢do da nanoestrutura dos PQs € complexa, apresentando varias
camadas, que incluem: (1) o ndcleo, responsavel pela emissdo; (2) uma camada de
passivacdo, comprometida com a intensidade da emisséo e sua fotoestabilidade; e
(3) a camada organica mais externa, que atua como agente
estabilizante/funcionalizante, determinando a estabilidade quimica da nanoparticula
e 0 seu grau de funcionalidade em relacdo a processos de interagdo e marcacao do
sistema bioldgico de interesse. A biomolécula de interesse vai se ligar na camada
mais externa de revestimento dos PQs, apresentando importancia no
direcionamento desse marcador para alvos bioldgicos, como receptores das células.
Para realizacdo da conjugacédo covalente, essa camada formada por precursores
gue fornecem grupamentos funcionais precisa ser ativada, viabilizando o processo
de bioconjugacédo (ou seja, a ligacdo dos PQs com uma biomolécula que pode ser,
por exemplo, proteina, lectina, carboidrato), desempenhando, assim, papel
fundamental nas aplicacdes bioldgicas sitio-especificas. Essa etapa da
bioconjugacao ainda configura-se como desafiadora, pois devem ser mantidas as
caracteristicas de ambos os materiais: fluorescéncia dos PQs e funcfes bioquimicas

da molécula, bem como estabilidade do sistema final (PEREIRA et al., 2019a).

No contexto do cancer, o pesquisador Otto Warburg foi um dos primeiros a
observar um elevado consumo de glicose pelas células tumorais, associado a uma
restricdo no consumo de oxigénio, mesmo num ambiente com a presenca do gas. A
partir dessas observagcdes, esse comportamento ficou conhecido como Efeito
Warburg, em homenagem ao pesquisador (WARBURG, 1956). A linha de pesquisa
iniciada por Otto Warburg ainda hoje € utilizada para estudar inimeros tipos de
canceres e entender padrées no seu comportamento da captacéo de glicose e seus
analogos por essas células (SCHWARTZ; SUPURAN; ALFAROUK, 2017; VAUPEL,
MULTHOFF, 2021; VAUPEL; SCHMIDBERGER; MAYER, 2019), o que faz dessa
molécula um importante alvo de estudo para ser conjugado a um PQs. Visto que
uma conjugacao eficiente entre tais componentes pode guiar o estudo da interacao e
o caminho que a molécula de glicose faz, através de técnicas de registro e
monitoramento de eventos bioldgicos em tempo real que extraiam informacdes a
partir do sinal optico emitido pelos PQs, baseadas em fluorescéncia. Essa maior
captacdo ja vem sendo explorada em outras modalidades de imagem, tais como a

tomografia por emissdo de poésitron (PET), que administra 2-deoxy-2(**F)fluoro-D-
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glucose para fins de diagnadstico clinico de cancer (GAMBHIR, 2002). A utilizacdo da
PET no diagnéstico promoveu um grande avanco na identificacéo e localizagdo das
neoplasias, entretanto, essa técnica apresenta limitacbes a cerca das informacdes
sobre o cancer, por exemplo, o seu metabolismo glicolitico, que pode ter relacéo
direta com o grau de malignidade. Diante do diferenciado padrédo de captacédo de
diferentes carboidratos pelas distintas linhagens de células de céancer,
principalmente, de acordo com o tipo de tecido e grau de malignidade, é necessario
o desenvolvimento de ferramentas que fagcam melhor rastreio da internalizacéo
desses carboidratos e das altera¢des nas vias bioquimicas do tumor, a fim de melhor
compreender o comportamento neoplasico dos pacientes (PAVLOVA; THOMPSON,
2016).

Assim, dentro desse contexto, temos 0 objetivo de desenvolver novas
ferramentas nanotecnolégicas baseadas em PQs conjugados a D-GN para o estudo
e monitoramento da interacdo desses bioconjugado com linhagem imortalizada de
células de cancer. Para isso, foram realizadas a preparacdo dos PQs e conjugados
de PQs-D-GN, caracterizacBes espectroscopicas e de eficiéncia do processo de
conjugacao, através de ensaio fluorescéncia em microplaca (EFM) e validagcédo de

marcacao e especificidade por interacdo com sistema biologico.

A suspenséo coloidal obtida de PQs de CdTe apresentou-se estavel, ou seja,
bastante fluorescente e auséncia de precipitacdo. A absor¢cdo e emissdo dos PQs
sozinhos foi 610 nm e 645 nm, respectivamente, apresentando uma cor vermelha.
De acordo com os valores obtidos do espectro de absorcéo, o diametro médio das
particulas foi em torno de 1,4 yM. De acordo com a emissdo, o valor da largura a
meia altura foi de 59,5 nm. ApoOs conjugacdo dos nanocristais a D-glicosamina, o
espectro de absorcdo apresentou o mesmo perfil, se sobrepondo aos PQs sozinhos,
enquanto o espectro de emissao foi apresentou uma diminuigdo da intensidade de
fluorescéncia, com emissdo no vermelho em 650 nm. Os conjugados PQs-D-GN
guando incubados com a levedura (C. albicans/ConA) mostraram uma marcacgao
média de aproximadamente 98,5%. ApOs a inibicdo prévia dos sitios da ConA com
manopiranosideo, a marcacdo foi reduzida para um valor menor que 40%. De
acordo com os resultados da marcacao das ceélulas HeLa pelos PQS-D-GN foi

possivel observar que mais de 90% das células foram marcadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Cancer

O céncer € uma das maiores causas de mortes em todo o mundo, fazendo
por ano cerca de 7,6 milhdes de vitimas. Estimativas indicam que até 2030, esse
namero pode chegar a 13 milhdes (INCA, 2020). A carcinogénese é o0 processo de
formacdo do cancer que envolve varias etapas, incluindo proliferacdo descontrolada
das células até alteracbes no metabolismo energético (BARTKOVA et al., 2006;
FADAKA et al., 2017; TRAN et al., 2017).

O desenvolvimento inicial do cancer € causado por mutaces em genes
especificos responsaveis pela sintese de biomoléculas vitais que atuam no controle
da homeostasia celular, sendo inumeras linhagens celulares susceptiveis ao
acumulo dessas mutacBes genéticas e transformacdo em células neoplasicas.
Grande parte das estratégias diagnosticas e terapéuticas € baseada em
caracteristicas préprias das células neoplasicas, como a intensa divisdo celular e o
aumento no metabolismo das células. Tomografia computadorizada, a ressonancia
magneética, a ultrassom, a tomografia por emissao de pdsitrons (PET) e outras
técnicas sdo utilizadas para identificacdo de massas tumorais (DANHIER et al.,
2012), entretanto, essas abordagem apresentam apenas informacdes
macroscopicas sobre o tumor, como localizacdo e tamanho, sem informacdes sobre
o metabolismo celular e energético (CHATURVEDI et al., 2019).

De acordo com as primeiras observacdes realizadas pelos pesquisadores
Otto Warburg e Herbert Crabtree, algumas ideias puderam ser desenvolvidas sobre
o funcionamento do céncer. Em seu livro langado em 1926, o bioquimico Otto
Warburg observou que as células normais morrem se forem mantidas em um estado
de glicdlise anaerdbia, enquanto as ceélulas tumorais ndo somente continuam a
existir, como também mantém a sua multiplicagdo, utilizando a energia proveniente
da glicolise anaerébia, também conhecida como Efeito Warburg (Figura 1). As
primeiras conclusdes foram que o metabolismo das células de cancer esta
relacionado com disturbios respiratérios. Dos canceres que apresentam variacdo do
seu metabolismo anaerdbio, uns podem apresentar elevada respiragdo, enquanto
outros a respiragdo tumoral € reduzida, entretanto, sempre vai ser observada a
glicélise anaerdbia (WARBURG, 1926).
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Figura 1 — Preferéncia da célula normal pela fosforilacdo oxidativa na presenca de oxigénio e pela
fermentacdo lactica na auséncia do mesmo. Células neoplasicas optam pela formacéo do lactato, na

presenca ou auséncia de oxigénio. (+) presenca de oxigénio, (-) auséncia de oxigénio.

Célula normal Célula neoplasica
Glicose Glicose .
l l Glicose
+0, Piruvato Piruvato +0, l
| T\
Lactato Lactato
+ .
co, co,
Fosforilagdo Fermentacao .
; ‘g 5 s ¥ Efeito Warburg
oxidativa lactica

Fonte: O autor (2022).

Ja nas observacdes realizadas por Crabtree, o pesquisador notou que células
normais na presenca de glicose nao alteravam o consumo de oxigénio, ou tinham
um discreto aumento. J& nas células cancerigenas, as mesmas diminuiam a
captacdo de oxigénio na presenca de glicose, e essa inibicdo respiratéria foi
chamada de Efeito Crabtree (CRABTREE, 1929). Estudos posteriores observaram
gue essa caracteristica metabdlica esta presente em células normais que se dividem
rapidamente, como é o caso de células da mucosa intestinal, células renais, células
progenitoras hematopoiéticas e espermatozoides. Os mecanismos moleculares por
tras deste fenbmeno ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas algumas das
hipoteses estdo relacionadas com a danificagdo das membranas mitocondriais por
causa da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) pelo metabolismo
acelerado, e também por condi¢des reguladoras do metabolismo, como a relagéo
Adenosina Trifosfato/Adenosina difosfato (ATP/ADP), pH citosoélico e reguladores do
metabolismo, como a glicose-6-fosfato (DIAZ-RUIZ; RIGOULET; DEVIN, 2011;
FADAKA et al.,, 2017; SLYSHENKOV; RAKOWSKA; WOJTCZAK, 1996; YANG,;
BORG; ERIKSSON, 1997).
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2.2 Metabolismo energético do cancer

Para o funcionamento normal do metabolismo das células, o corpo realiza o
catabolismo da glicose a partir da via de Embden-Meyerhoff, também conhecido
como glicélise. As 10 etapas desse processo promovem a conversdo de uma
molécula de glicose em duas moléculas de piruvato. Apds a geracao das moléculas
de piruvato, se na presenca de oxigénio, a molécula sera alvo da enzima piruvato
desidrogenase, que dara como produto o Acetil-Coenzima A (Acetil-CoA). Essas
moléculas geradas sdo movidas para a mitocondria e ingressam no ciclo do &cido
citrico (ou ciclo de Krebs), que gera seis moléculas de Nicotinamida Adenina
Dinucleotideo (NADH), duas moléculas de Dinucleétido de Flavina e Adenina
(FADH,) e duas moléculas de Adenosina Trifosfato (ATP). Somando duas moléculas
de ATP que foram geradas em reacgOes anteriores, todos esses produtos seréo
utilizados pela Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) que, através da fosforilagédo
oxidativa tera como produto um numero aproximado de 30 ATPs por molécula de
glicose (Figura 2) que entraram na via de Embden-Meyerhoff (FADAKA et al., 2017,
NELSON; COX, 2001).

Figura 2 — Esquema representando uma molécula de glicose que entra na célula a partir dos
transportadores de glicose (GLUT) dispostos na membrana celular. A glicose sera processada pela
maquinaria energética da célula no citoplasma e na mitocdndria, resultando na geracdo de

aproximadamente 30 moléculas de ATP no final do processo da glicélise.

/ g = Ciclo de
Glicose T =~ { Glicslise Krebs

l &z
;

2 ATP + 26 ATP + 2 ATP
Membrana _—" 30
Celular ATP

Fonte: O autor (2022).

Se ocorrer o predominio da fosforilagdo oxidativa sobre a glicdlise, vai ocorrer

a queda do ATP nuclear, causando a diminuicdo de funcdes vitais para o nucleo
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como a transcri¢cdo e replicacdo do Acido desoxirribonucleico (DNA) (HANAHAN;
WEINBERG, 2011). Em um estudo realizado por Isidoro e Cuezva, por exemplo, foi
observado que esse predominio da fosforilacdo oxidativa também ocasionou uma
menor expressdo de uma proteina mitocondrial Beta F1 Adenosinatrifosfatases
(ATPase), resultando em mitocOndrias alteradas nas células cancerigenas
(ISIDORO et al., 2004). Além disso, estudos anteriores ja tinham observado que a
fosforilacdo oxidativa apresenta uma diminuicdo no metabolismo das células
cancerigenas, tais como a diminuicdo da troca ATP - ADP (LAU; CHAN, 1984),
diminuicdo da atividade da ATPase (CHERNYAK, B.V., DUKHOVIC, V.P.
KHODJAEYV, 1991), diminuicdo da quantidade de DNA mitocondrial (SIMONNET et
al., 2002) diminuicdo do numero de mitocéndrias e do conteudo dos complexos da
fosforilacdo oxidativa (ISIDORO et al., 2004).

Nos primeiros trabalhos sobre o metabolismo do céncer, foram observados
gue as células nem sempre eram idénticas, apresentando diferentes caracteristicas.
Por exemplo, enquanto alguns canceres apresentavam células cancerosas
altamente diferenciadas com niveis de glicélise anaerdbia normal e baixa taxa de
crescimento, outros tinham células minimamente diferenciadas com alta taxa de
glicOlise anaerObia e altas taxas de crescimento (BAGGETTO, 1992). Além de
alteracbes a niveis de metabolismo, diferentes tumores também apresentam
adaptacdes que permitem seu desenvolvimento em locais com pH &cido e baixa
tensdo de oxigénio (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Em relagcdo a captacdo de nutrientes pelas células de cancer, existem
algumas particularidades desse mecanismo, o qual ainda ndo h& consenso sobre o
metabolismo dos derivados da glicose entre os estudos da literatura (KOROTCOV et
al., 2012). Assim, novas gliconanoparticulas envolvendo fluorescéncia e analogos da
glicose podem fornecer informagdes que levem a um melhor entendimento do
mecanismo de captacao e retencdo desse carboidrato em diferentes linhagens de
células cancerigenas. Estudos deste tipo podem contribuir para a padronizacéo dos
perfis tipicos de cada neoplasia, bem como elucidar seu grau de malignidade (EL-
BOUBBOU; GRUDEN; HUANG, 2007; KOROTCOV et al., 2012).

Assim, as técnicas baseadas em fluorescéncia utilizando nanoparticulas
podem fornecer alta sensibilidade e especificidade bioquimica, e serem Uteis ao
empregar sondas fluorescentes capazes de direcionar carboidratos para alvos
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especificos em sistemas biolégicos e para monitoramento através do sinal
fluorescente das técnicas baseadas em fluorescéncia, como microscopias e
citometria de fluxo (ETRYCH et al., 2016). Por apresentarem uma superficie ativa
gue permite a conjugacdo com inumeras biomoléculas, uma emissao proxima do
infravermelho (> 650 nm), resisténcia a fotodegradacédo e outras vantagens frente
aos corantes convencionais, os Pontos Quanticos s&o nanoferramentas que
apresentam um grande potencial para realizacdo de estudos sobre o metabolismo
celular e molecular do cancer (CABRAL FILHO et al., 2016; MONTEIRO et al., 2020;
PEREIRA et al., 2019b; VOLKOV, 2015).

2.3 Pontos Quanticos

A nanotecnologia € a area da ciéncia que busca compreender e explorar as
propriedades de materiais em com escala nanométrica (1 nm = 10° m) (RENGERS,
C.; GAPONIK, N.; EYCHMULLER, 2019). Os nanomateriais podem ser aplicados em
inomeros campos, como a construgdo de televisores, células fotovoltaicas,
processos bioquimicos de liberacdo controlada de farmacos, monitoramento do
metabolismo celular e molecular das células (KUMAR; SINHA RAY, 2018). Dentro
desta perspectiva, surgem os PQs que sdo nanocristais de semicondutores
altamente fluorescentes (KRISHNA et al., 2018; MARTINS; TRINDADE, 2012;
PEREIRA, 2016; SMITH; GAO; NIE, 2004). Devido ao confinamento quantico, 0s
PQs tém sua energia quantizada em niveis discretos, sendo conhecidos também
como atomos artificiais (KHALEDI-NASAB et al., 2014).

De acordo com a quantidade de precursores e 0 tempo de crescimento do
cristal, os PQs podem apresentar diferentes tamanhos, e, consequentemente, emitir
fluorescéncia em diferentes espectros de emissdo. A primeira parte da sintese
produz um nucleo que pode ser feito de diferentes materiais, como o Seleneto de
Cadmio (CdSe), Sulfeto de Cadmio (CdS) e o Telureto de Cadmio (CdTe), entretanto
esse nucleo apresenta um rendimento quantico muito baixo, sendo necessario a
produgéo de uma capa com um material de semicondutor de alta bandgap (intervalo
de energia entre a banda de valéncia e a banda de conducéo), que além de elevar
muito o rendimento quéantico do nanocristal, vai proteger o nucleo da oxidacéo e
lixiviagdo (PENG; PENG, 2001).
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Os materiais solidos possuem uma banda de valéncia (BV), totalmente
preenchida por elétrons (e), e uma banda de conducédo (BC), que pode estar
parcialmente preenchida por e’. Essas bandas sdo separadas por uma regido nao
ocupada por e, o bandgap (Eg). Os materiais isolantes apresentam uma alta
resisténcia ao fluxo de cargas, sendo utilizados comumente no recobrimento de fios
elétricos, No caso dos semicondutores, para os e passarem da BV para a BC, é
necessaria uma minima quantidade de energia igual ao Eg4, normalmente expressa
em eV (elétron-Volt) (SMITH; GAO; NIE, 2004). O Eq4 € utilizado para classificar os
solidos em relagdo a sua condutividade elétrica: caso o Eg de um solido seja de
energia superior a 3,0 eV, ele é considerado isolante, pois a alta energia de
excitacdo dificulta a passagem dos e da BV a BC (Figura 3). Nos materiais
condutores os e transitam com facilidade entre as bandas, devido a pequena
distancia entre elas. Ja os semicondutores apresentam uma Eg considerada
intermediéaria, sendo possivel a utilizacdo de radiacdo eletromagnética na regido do
UV-Vis e a temperatura ambiente para excitar os e da BV a BC (RENGERS;
GAPONIK; EYCHMULLER, 2019; SMITH; GAO; NIE, 2004).

Figura 3 — Diferenca no Eg para diferentes classes de materiais sélidos (Retangulo branco indica a

Banca de Valéncia e retdngulo preto a Banda de Conducéo).
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Fonte: Adaptada de RENGERS et al. (2019).

ApoOs a passagem de elétrons da BV para a BC, séo criados “buracos” na BV
(h"). As lacunas formadas possuem cargas positivas, sendo os e atraidos
eletrostaticamente pelos buracos, formando os “éxcitons”. O par elétron-buraco &
separado por uma distancia chamada raio de Bohr do éxciton (aexc), que é especifica
de cada material semicondutor. Quando os e” excitados retornam a BV ha emissao
de fotons (fluorescéncia), no processo chamado de recombinacao exciténica (Figura
4) (MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008; SMITH; GAO; NIE, 2004).
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Figura 4 — Esquema da fluorescéncia de semicondutores. Ao ser excitado por radiacao
eletromagnética (hv), o e passa para a BC, levando a formacdo de um éxciton. Apds relaxacdo e
recombinacdo excitbnica, é gerada a emissdo de fluorescéncia (hv’). Onde: h* representa a lacuna

formada na BV, pela excita¢éo do e'.

e | e | /o] /o] [e ] e

hv hv'

~ [ & & B D

Recombinacgao
Excitdnica

Excitacdo  Exciton  Relaxagédo Emisséo

Fonte: Adaptada de PEREIRA (2014).

Ja no cristal semicondutor macroscopico (bulk), h4 uma distribuicdo continua
de niveis eletrbnicos nas bandas. Isto ndo acontece quando as dimensdes (x, y € z)
de um nanocristal sS40 menores que 0 aexc de seu material semicondutor constituinte.
O efeito causado por esse confinamento quantico leva a uma mudanca na
distribuicAo dos estados energéticos, formando niveis discretos de energia
semelhantes ao de um atomo, e por isto os PQs também sdo chamados de &tomos
artificiais (BRUS, 1984; MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008).

Adicionalmente, quanto menor for o diametro (d) do nanocristal, maior € a Eg,
0 que também leva a uma emissdo com radiagdo eletromagnética de maior energia.
Visto que o comprimento de onda (A) da luz € inversamente proporcional a sua
energia, PQs com menor didmetro terdo A de emissao (Aem) mais préximo da regido
do azul, e PQs maiores terdo, consequentemente, Aem Mais proximo da regido do
infravermelho (Figura 5) (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; SMITH; GAO; NIE,
2004).
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Figura 5 — Sintonizagdo do Ay, dos PQs com o seu tamanho. Também ¢é ilustrado o aumento da
energia de Eg com a discretizacdo dos niveis energéticos para nanoparticulas (NPs) menores, sob
maior efeito de confinamento quantico.

Tamanho da nanoparticula >

Eg]_ B

Intensidade de emissio (u.a.)

\

~Comprimento de onda (nm)

Fonte: Adaptada de CESAR (2014).

Os PQs podem ser sintetizados a partir de elementos semicondutores dos
grupos 12-14 (II-1Vv), 13-15 (llI-V) e 14-16 (IV-VI) da tabela periodica (Figura 6). Com
a diminuicdo do tamanho dos cristais, h4 um grande aumento da area de superficie,
aumentando a relevancia das ligagbes ndo compartilhadas causadas pela
interrupcdo do crescimento do nanocristal, que, por criarem niveis de energia
intermediarios (armadilhas) entre a BV e a BC, podem diminuir a intensidade de
emissdo e, consequentemente, o rendimento quantico do nanossistema (CESAR,
2014; LEITE., 2019; MARTINS; TRINDADE, 2012; SILVA, et al., 2010). Para garantir
gque os PQs tenham uma intensa fluorescéncia, uma casca (shell), chamada de
camada de passivagao, de outro semicondutor de maior E4 é crescida ao redor do
ndcleo — core, com a possibilidade da ligacdo de uma biomolécula na superficie da
nanoparticula (Figura 7). Este processo pode ser realizado durante a sintese dos
PQs, com a adicdo de precursores que contenham atomos que vao se ligar aos
atomos ndo compartilhados presentes na superficie do nanocristal. O proprio agente
estabilizante do sistema pode ser utilizado para compor uma fina e eficiente camada
de passivacéo, que pode ser, por exemplo, de CdS para os PQs de CdTe, se esse
agente estabilizante for tiolado, pois o enxofre se ligard aos atomos de cadmio néo
ligados presentes na superficie do cristal (H. R; SCHIFFMAN; BALAKRISHNA,
2018).
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Figura 6 — Combina¢bes possiveis de atomos que podem compor PQs. Cadmio (Cd), zinco (Zn),
selénio (Se), enxofre (S) e teltrio (Te) sdo frequentemente usados na sintese de PQs. Destacados

em: Vermelho — grupos II-VI; amarelo IlI-V e azul llI-VI.
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Fonte: Adaptada de LEITE (2019).

Figura 7 — Esquema de um ponto quéantico funcionalizado quimicamente e bioconjugado a uma
biomolécula para utilizacdo como marcador fluorescente.

2—-10nm

Fonte: Adaptada de PEREIRA et al. (2016).

2.4 Aplicacdes dos Pontos Quéanticos em estudos com glicose

Reconhecendo a complexidade e desafios para compreender e desenvolver
tratamentos para o cancer, surge a nanooncologia, um braco da nanomedicina que
tem como objetivo a utilizacdo de nanomateriais para atuar tanto no diagndstico

como no tratamento das neoplasias (TRAN et al., 2017).
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Neste contexto, o uso de PQs como sonda fluorescente é interessante, devido
as suas propriedades Unicas, tais como: (i) excepcional resisténcia a
fotodegradacado, permitindo o monitoramento de processos biologicos por longos
periodos e (ii) superficie ativa, composto por grupos funcionais que permitem a
conjugacao com biomoléculas, como anticorpo anti-A (CABRAL FILHO et al., 2015),
transferrina (CABRAL FILHO et al.,, 2016), lectina de concanavalina A (ConA)
(TENORIO et al., 2015), e pequenas moléculas, como acido folico (MONTEIRO et
al., 2017), componentes paramagnéticos (PEREIRA et al., 2019b) e carboidratos,
como derivados ou anélogos de glicose (RANJBAR-NAVAZI et al., 2018). Além
disso, 0os PQs possuem tamanho nanométrico, sendo citocompativeis para interagir
e serem internalizados com os transportadores GLUTs e outras possiveis vias do
metabolismo da glicose, possibilitando o monitoramento de eventos em nivel celular
(CHENG et al., 2006).

Para aprimorar a compreensdo, o diagnostico e o tratamento de doencas
complexas como o céancer, € fundamental o entendimento da interacdo entre
moléculas ao nivel celular. Desde o advento da microscopia por fluorescéncia, a
percepcao destas interacdes foi viabilizada (KWON; GUNASEKARAN; EOM, 2019).
Entretanto, o uso de marcadores fluorescentes é essencial para entender 0s
processos/fenbmenos biolégicos nos quais as moléculas estdo envolvidas através
do sinal Optico captados pelos equipamentos de analises e processados a fim de

transmitir os dados.

A glicose é uma das biomoléculas que pode ter o metabolismo/internalizacao
alterado em determinadas linhagens de células cancerigenas e, por isso, precisa ser
melhor compreendido, como através do uso de PQs, a fim de aperfeicoar os
métodos de diagndsticos/terapéuticos. Por conta das suas caracteristicas fisico-
guimicas Unicas, os PQs demonstram ser uma nanoferramenta eficiente para
estudos com objetivo de entender o metabolismo celular da glicose nas células
cancerigenas (ESTEVE-TURRILLAS; ABAD-FUENTES, 2013; KAIRDOLF et al.,
2013; KOROTCOQV et al., 2012)
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver conjugados baseados em PQs e um analogo de glicose (D-

glicosamina) para estudo da captacdo desse carboidrato utilizando células de

adenocarcinoma cervical (HeLa) imortalizadas como modelo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar os PQs;
Conjugar covalentemente PQs a D-GN;
Caracterizar opticamente os PQs e os conjugados PQs-D-GN;

Avaliar os PQs e conjugados PQs-D-GN a partir do ensaio fluorescente

em microplaca (EFM) com metodologia adaptada,;

Examinar a conjugacéo através da marcacdo de leveduras de Candida

albicans sensibilizadas com concanavalina A (ConA);

Avaliar o padrdo de captacédo fluorescente dos PQs-D-GN com células de
adenocarcinoma cervical (HelLa) imortalizadas através da citometria de

fluxo.
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese dos PQs

A sintese de PQs de telureto de cadmio (CdTe) estabilizados/funcionalizados
com o acido 3-mercaptossuccinico (AMS) em meio aquoso foi realizada de acordo
com protocolos ja definidos pelo grupo de pesquisa em Nanotecnologia Biomédica -
NanoBio (CABRAL FILHO et al., 2016). Inicialmente, a partir do cloreto de cadmio
(CdCl; - 0,2 mmol — Sigma Aldrich) e do AMS (0,6 mmol — Sigma Aldrich) foi
preparada uma solucdo aquosa de Cd2'/AMS com pH elevado para
aproximadamente 10,5, com Hidréxido de sddio (NaOH - 2 M). Em segundo passo, o
teldrio metalico (Te® - 0,1 mmol) foi reduzido a Te® utilizando o agente redutor, o
borohidreto de sédio (NaBH; - 3 mmol — Sigma Aldrich) em pH elevado em
atmosfera inerte. Apés a reducao do telurio, a qual € comprovada pela mudanca da
coloracdo de violeta (Te') para transparente (Te?), este foi adicionado na solucédo
de Cd2'/AMS para formacéo das nanoparticulas na propor¢éo de 2:1:6 (Cadmio:
TelUrio: AMS). A reacdo continuou por 7 h sob agitacdo constante e aquecimento
(90 - 100 °C).

4.2 Conjugacao dos PQs covalentemente a glicose

Para realizacdo da conjugacéao, 1 mL de PQs (a 1,4 uM) tive o pH ajustado
para aproximadamente 5,5 utilizando AMS a 4,9% (m/v). Os grupos carboxilicos dos
PQs foram ativados através dos agentes de acoplamento, sendo 500 yL de N-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC - 0,4 mg/mL — Sigma Aldrich) e 500 pL de
N-hidroxissuccinimida (NHS - 1,1 mg/mL — Sigma Aldrich), os quais possibilitam a
formacao de ligacdes amida, promovendo a conjugacao covalente entre 0s grupos
carboxilicos dos PQs e a amina presente na D-glicosamina (D-GN — Sigma Aldrich).
Adicionou-se 42 pL da D-GN (20 pg/mL — Sigma Aldrich) na suspensé&o coloidal de
PQs ativados para formacdo do bioconjugado na proporcdo de 1 nanoparticula de
ponto quéntico para 250 moléculas de D-GN, e em seguida, armazenados a
temperatura de 4-8 °C, sendo utilizados a partir do sétimo dia ap0s conjugagdo com

a biomolécula.
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4.3 Caracterizacédo optica dos PQs e dos conjugados PQs-D-GN

Depois de sintetizados, os PQs foram caracterizados por espectroscopia de
absorcdo e emissdo utilizando espectrofotometro UV-Vis 1800 (Shimadzu) e
espectrofluorimetro LS55 (PerkinElmer), respectivamente. As caracterizacdes
realizadas proporcionaram obter informagfes sobre as caracteristicas Opticas dos
PQs. A estimativa de tamanho dos PQs de CdTe pode ser obtida utilizando-se a
relacdo de Dagtepe (DAGTEPE et al., 2007), descrita através da Eqg. 1:

_1,38435-0,000661
- 1-0,00121X

Onde, d é diametro do ponto quéantico e, A € o comprimento de onda do
primeiro maximo de absorcdo observado para os PQs de CdTe. Além disso,
utilizando o coeficiente de extingdo molar (¢), para o CdTe, proposto por Yu, (YU et
al., 2003) Eq. 2, foi também possivel calcular a concentracdo dos PQs por meio da

Equacéo de Beer-Lambert, descrita na Eq. 3:

£ = 10043 (d)212 Eq.2
A= eC.L Eq.3

Onde, A é absorbancia, C é a concentracdo da suspensédo coloidal e L o
comprimento do percurso 6ptico (largura da cubeta = 1 cm).

JA o espectro de emissdo, permite saber em qual regido do espectro
eletromagnético os PQs estdo florescendo, além de indicar sobre a qualidade
optica dos mesmos. Os conjugados PQs-D-GN também foram caracterizados

opticamente por espectroscopias de absorcdo e emissdo e comparados com 0sS

PQs.
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4.4 Ensaio Fluorescente em Microplaca (EFM) adaptado

O ensaio de fluorescéncia em microplaca € um método para confirmacdo da
bioconjugacdo ja descrito anteriormente em outros trabalhos do grupo NanoBio
(CARVALHO et al., 2014). E baseado na leitura da fluorescéncia dos conjugados
utilizando-se uma microplaca de poliestireno Optiplate F HB (PerkinElmer) que
possui afinidade por proteinas. (CABRAL FILHO et al., 2015).

Entretanto, para obter a confirmacdo da conjugacdo entre os PQs e
carboidratos (como € o caso do conjugado de interesse nesse trabalho, PQs-D-
GN), foi necessaria a adaptacdo do EFM ja descrito. Para isso, a microplaca foi
revestida com manana (polimero de manose, polissacarideo da Saccharomyces
cerevisiae — Sigma Aldrich) e ConA (lectina Concanavalina A — Sigma Aldrich), que
€ uma lectina tetramérica, a qual possui quatro sitios de ligacdo a residuos de
glicose e manose, sendo possivel interagir com a manose do polimero adsorvido
previamente na placa, como também com a glicose presente nos conjugados PQs-
D-GN. Além disso, para confirmar a especificidade da interacdo dos PQs-D-GN
com a ConA, realizou-se incubacao de alguns po¢os com manopiranosideo (Sigma
Aldrich) para saturar os sitios da ConA, e assim avaliar a reducdo da possibilidade
de interacdo dos PQs-D-GN com a ConA.

Para isso, foram adicionados 50 uL de cada componente nos pocos em
triplicata, na ordem descrita a seguir: Controle 1 (Somente Manana); Controle 2
(Manana + ConA); Controle 3 (Manana + ConA + Manopiranosideo); Teste
(Manana + ConA + PQs-D-GN) e; Saturado (Manana + ConA + Manopiranosideo +
PQs-D-GN). A manana (200 pg/mL) isolada foi incubada em todos os pocgos da
microplaca por trés horas em banho-maria a 37 °C (Figura 8). Apos incubacéo,
todos os pogos foram lavados com 100 pL de tampéo fosfato salino (PBS) por trés
vezes. Em seguida, adicionou-se 50 yL de ConA (1 mg/mL), por duas horas a 4°C,
nos pocgos controle (2 e 3), teste e saturado, e lavou-se trés vezes com PBS. No
poco saturado, incubou-se 50 yL de manopiranosideo (0,2 mg/mL) por 30 minutos

a 4°C (temperatura 6tima para lectina), e também seguido das lavagens.
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Figura 8 — Esquema representativo da estrutura adaptada da microplaca para possibilitar a

realizacdo das analises dos PQs-D-GN.
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Fonte: O autor (2022).

Para todos os ensaios PQs-D-GN foram previamente bloqueados com 2-
amino-2- (hidroximetil) propano-1,3-diol (TRIS) base (0,1 mM) por duas horas a
25°C, sob agitacdo constante. Por fim, incubou-se os conjugados PQs-D-GN
(Teste) por uma hora nos pocos teste e saturado a 4°C. ApoOs lavagens, foi
realizada a leitura da microplaca (Victor2 — PerkinElmer) nos filtros F405

(excitacdo) e F595 (emisséo).

Neste método, para a comprovacado da eficiéncia da conjugacéo, os testes
devem apresentar pelo menos 100% de aumento da fluorescéncia relativa quando
comparados aos valores médios dos controles. E quanto maior a Fluorescéncia
Relativa (FR) mais eficiente & a conjugacdo (CABRAL FILHO et al., 2016). Esse
valor pode ser analisado através da Eq. 4 (CARVALHO et al., 2014):

Média das fluorescéncia Teste — Média fluorscencia controles

FR(%) =

x 100 Eq. 4

Média fluorescéncia controles
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4.5 Avaliagdo da interacdo biolégica do conjugado com leveduras Candida
albicans

Células de levedura Candida albicans (American Type Culture Collection,
ATCC 10231) foram utilizadas como suporte biolégico para avaliar a eficiéncia e
especificidade de conjugados PQs-D-GN. Para isso, as leveduras foram semeadas
em meio liquido Saboraud por 24 h. Em seguida, 1 mL de suspenséao de células de
C. albicans foi lavada com 1 mL de solugéo salina (NaCl a 0,9%) através de uma
centrifugacéo na rotacdo de 775 x g por 2 min. O sedimento foi ressuspenso em 1
mL de solucédo salina e a densidade Optica foi ajustada para aproximadamente 0,7 a
540 nm. Em seguida, a suspenséo celular foi incubada com Concanavalina A (ConA
- 2,8 mg/mL), lectina extraida de Canavalia ensiformis, por 30 min sob agitacdo. A
parede celular de C. albicans é rica em residuos de carboidratos possibilitando a
interagcdo com ConA, uma vez que se liga especificamente a a-D-manose/glicose.
ConA é tetramérica (em pH acima de 7), pois possui mais de um sitio de ligacao (um
por mondmero), podendo interagir em um dos sitios com a superficie de C. albicans
e ainda fornecer outros sitios para a interacdo dos conjugados PQs-D-GN
desenvolvidos neste trabalho na proxima etapa (CHATTERJEE; MANDAL, 2005).

Apo6s o periodo de incubacéo, o sistema C. albicans/ConA foi lavado e
ressuspenso ao volume inicial com solucdo salina (1 mL). Somente apds este
processo, 0s conjugados PQs-D-GN foram incubados com a suspensdo de C.
albicans/ConA, a 0,2: 1 (PQs-D-GN: C. albicans/ConA, v/v) por 15 min, sob
agitacdo em agitador 360°. Antes da incubacdo, os grupos carboxilas ativados
restantes dos conjugados PQs-D-GN foram previamente bloqueados com TRIS
base a 0,4 mM, usando a razdo de volume como sendo 1:20 (TRIS: PQs-D-GN,
v/v), por aproximadamente 2 h a temperatura ambiente (~25 °C) sob agitacdo
constante em agitador 360° (BioSan - Bio RS-24).

Além disso, para avaliar a especificidade da interacdo entre C.
albicans/ConA e conjugados PQs-D-GN, foi realizada uma inibi¢cdo dos sitios ConA
com metil-a-D-manopiranosideo (Sigma-Aldrich). Para isso, a suspensao de C.
albicans/ConA foi incubada com esse carboidrato na concentracdo final de
aproximadamente 0,4 mM durante 30 min a temperatura ambiente sob agitagéao.
Em seguida, o sistema C. albicans/ConA/manopiranosideo foi centrifugado e

ressuspenso em solugao salina e incubado com conjugados PQs-D-GN seguindo o



31

mesmo procedimento e proporc¢des utilizadas no ensaio sem inibicdo. Por fim,
ambos os sistemas foram centrifugados (774,8 xg, 30 s), ressuspensos em solucéo
salina e analisados em um citdmetro de fluxo BD Accuri C6 (Becton Dickinson) a
488 nm de excitacao e a emisséo foi coletada por um filtro band-pass (FL4 - 675/25

nm). Para cada sistema, foram coletadas 20.000 células.

4.6 Marcacdao de células HelLa a partir de Citometria de Fluxo

As células imortalizadas de Adenocarcinoma Humano (HelLa) foram
cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Sigma-
Aldrich), o qual apresenta alta quantidade de glicose, suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS, Gibco), 100 mg/mL de estreptomicina e 100 Unidades/mL de
penicilina (Gibco). As células foram mantidas na estufa a 37 °C, em atmosfera

umidificada e com 5% de CO,.

Os PQs-D-GN inicialmente tiveram os grupamentos carboxilicos bloqueados
com TRIS Base a 0,1 mM na propor¢cao 1:20 (Tris/conjugado, v/v), por 2 h, sob
agitacdo, visando reduzir marcacdes inespecificas. Apos isso, 0s conjugados foram
incubados com as HelLa na proporcédo 1:2 (PQs-D-GN: PBS, v/v), por 60 min. Apos
esse periodo, as células foram lavadas com PBS 1x, e logo apds, foi adicionada a
tripsina (0,25%), por aproximadamente 1 — 2 min, para que as células
desprendessem da placa e possibilitasse a andlise por citometria de fluxo, a qual
requer as células em suspensdo. Em seguida, foi adicionado meio DMEM
suplementado com FBS (para neutralizar a tripsina) e as células em suspensao
foram adicionadas em microtubos (eppendorfs), lavadas por centrifugacao a 400 xg
(MiniSpin) por 2 min, sendo retirado todo o sobrenadante e adicionado PBS. Por
fim, foi realizada a analise por citometria de fluxo (Accuri - C6 Becton Dickinson)
para avaliar quantitativamente o potencial dos conjugados PQs-D-GN em marcar
as ceélulas HelLa. Para isso, foram adquiridas 20.000 células e a fluorescéncia foi
excitada em 488 nm e captada no filtro (FL4 - 675/25 nm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdes oOpticas dos PQs e PQs-D-GN

A suspensdao coloidal obtida de PQs de CdTe apresentou-se estavel, ou seja,
bastante fluorescente e com auséncia de precipitacdo. A Figura 9 mostra o padréo
de absorcédo e emisséao da suspensao de CdTe funcionalizados/estabilizados com o
MSA (CdTe-MSA), tendo o primeiro maximo de absor¢cdo em aproximadamente 610
nm, e o comprimento de onda méaximo de emissdo em 645 nm, ou seja, na regido do

vermelho.

De acordo com o espectro de absorcdo, o diametro médio das particulas foi
cerca de 3,8 nm, tendo uma concentragdo em torno de 1,4 yM e correspondendo a
aproximadamente 4,3 x 10 particulas/mL (DAGTEPE et al., 2007; TENORIO et
al., 2015; YU et al., 2003). Quanto a emissao, os PQs apresentaram uma largura a
meia altura (FWHM) de aproximadamente 59,5 nm, refletindo poucos defeitos na
superficie. Portanto, a caracterizacdo Optica indicou que os PQs possuiam
tamanho nanométrico e boa intensidade de fluorescéncia, com perfil tipico para
esses nanocristais.
Figura 9 — Espectro de absorc¢éo (linha continua) e emissdo dos PQs (linha tracejada). A emisséo

foi obtida utilizando comprimento de onda de excitagcdo (Aexc) em 488 nm. (u.a. = unidades

arbitrarias).
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Fonte: O autor (2022).
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Enquanto na analise da emisséo, o nanossistemas PQs-D-GN, apresentou
uma diminui¢do da intensidade de fluorescéncia inferior a 40% em relag&o aos PQs
(Figura 10), isso sugere que ocorram modificacdes na superficie dos PQs, como é
0 caso do deslocamento do espectro, resultando numa mudanca na cor devido a
interacdo com agentes de acoplamento e biomolécula D-GN (CABRAL FILHO et
al., 2016), entretanto, ainda é possivel observar boa intensidade de fluorescéncia
com emissdo no vermelho em 650 nm, sendo estas caracteristicas compativeis
com 0s equipamentos comerciais de andlise, como a citometria de fluxo e a
microscopia. A realizacdo dos testes de caracterizacdo e conjugagcdo devem ser
realizados para confirmar se de fato ocorreu a ligacéo entre o PQ e a D-GN.

Figura 10 — Espectros de emissdo do PQs-D-GN (Linha tracejada) e PQs-Controle (Linha preta). A
emissao foi realizada com Aexc = 488 nm. Na figura da esquerda (lI) pode ser observada a
fluorescéncia dos PQs sozinhos, enquanto na direita (lI) se observa a fluorescéncia do conjugado

PQs-D-GN, que, mesmo com diminuicdo de aproximadamente 40% nha sua intensidade, ainda

demonstra alta fluorescéncia.
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Fonte: O autor (2022).

5.2 Confirmacéo da bioconjugacao dos PQs-D-GN por EFM

Para estudar a eficiéncia da conjugacdo entre PQs e D-GN, o ensaio

fluorescente em microplaca adaptado tem sido bastante explorado para estudos de



34

bioconjugacdo (CABRAL FILHO et al., 2018; CARVALHO et al., 2014). Através do
sinal fluorescente obtido no EFM adaptado foi possivel calcular o aumento da FR
(%) do conjugado (PQs-D-GN) em relacdo as amostras controle (D-GN e PQs). Os
resultados indicam que houve conjugacéo eficiente, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1 — Média do sinal e a porcentagem de FR das amostras controle e testes através do EFM.

(u.a. = unidades arbitrarias).

Fonte: O autor (2022).

Neste ensaio, as triplicatas dos controles 1, 2 e 3 (apenas PQs) apresentaram
uma fluorescéncia basal com sinal médio de 253, 169 e 192 unidades arbitrarias
(u.a.), respectivamente. O teste contendo o conjugado PQs-D-GN mostrou sinal
médio das triplicatas de 3.286 u. a. e a FR de 1.455%. Enquanto 0s po¢os saturados
com manopiranosideo apresentaram reducdo do sinal médio das triplicatas para
1.936 u. a. e consequentemente da FR para 845%. A reducdo do sinal indica que
houve ocupacgédo de alguns sitios da ConA pelo manopiranosideo, interferindo na
interacdo do conjugado PQs-D-GN com a ConA, demonstrando assim a
especificidade dos nanossistemas. Uma vez que o sistema apresentou fluorescéncia
relativa maior que 100% pré-determinado por CARVALHO et al. (2014) e
mantiveram-se estaveis por até trés meses, essa pode ser definida como
nanossonda eficiente para os estudos futuros com as células cancerigenas por
fluorescéncia (CARVALHO, et al., 2014).
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Vale destacar ainda que, no poco saturado, a alta FR pode ter sido
decorrente do pouco tempo de incubacdo com o manopiranosideo e pelos
processos de lavagem, porém, mesmo assim o valor de fluorescéncia diminuiu
aproximadamente 50% em relacdo ao poco teste, indicando a especificidade do
conjugado, como mencionado anteriormente. A metodologia adaptada do ensaio de
fluorescéncia em microplaca foi uma ferramenta eficiente para avaliar a conjugacao
dos PQs com a D-GN. Uma vez que o conjugado se mostrou promissor, especifico
e com uma estabilidade por pelo menos quatro meses, partiremos para 0s ensaios

de marcacao dos sistemas bioldgicos.

5.3 Confirmacéo da bioconjugacao através da marcacdo de Candida albicans

sensibilizadas com concanavalina A

Os conjugados PQs-D-GN mostraram uma marcacdo meédia de
aproximadamente 98,5% da levedura (C. albicans/ConA), conforme mostrado no
perfil de histograma homogéneo na Figura 11.

A partir da inibicdo prévia dos sitios da ConA com manopiranosideo, a
marcacao foi reduzida para mais da metade, apresentando um valor menor que 40%
das leveduras marcadas. Como esperado, a reducdo na deteccdo quantitativa
observada pela citometria de fluxo reflete que o manopiranosideo diminuiu a
disponibilidade de locais de lectina ConA, devido a sua interacao especifica com os
sitios-ativos (BIELY; KRATKY; BAUER, 1976; TENORIO et al., 2015). Assim,
quando o conjugado é incubado com ConA, ocorre uma reduc¢do na possibilidade de
interacdo, pelos sitios ja estarem ocupados, e uma reducdo quantitativa na sua
marcacdo. Essa inibicdo contribui para comprovar que a interacdo de PQs-D-GN
com C. albicans/ConA é especifica e que a metodologia é sensivel a esses tipos de

ensaios baseados na deteccao de sinais de fluorescéncia.
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Figura 11 — Histogramas representativos da marcacao de C. albicans revestida com a lectina ConA
(C. albicans/ConA) e incubada com PQs-D-GN. Em: (A) Controle, apenas C. albicans/ConA, (B)
Teste, C. albicans/ConA/PQs-D-GN e (C) Inibido, C. albicans/ConA/Manopiranosideo/PQs-D-GN.
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Fonte: O autor (2022).

5.4 Marcacgdo de células HelLa a partir da Citometria de fluxo

De acordo com os resultados da marcacédo das células HelLa pelos PQs-D-GN
foi possivel observar que mais de 90% das células foram marcadas demonstrando
um alto grau de internalizacdo da glicose por seus receptores nesse tipo celular

utilizado como modelo.

J4 é conhecido na literatura que a captacdo aumentada da glicose em
inmeros tipos de tumores se deve pelo aumento na expressao dos transportadores
de glicose (CHAN et al., 2011; SIEBER-FRANK et al., 2021). Kraus e colaboradores
(2018) avaliaram a partir de ensaios de captacdo de glicose que o inibidor dos
transportadores de glicose WZB-117 causou uma inibicdo (> 90%) na captacao de
glicose das células HeLa. Como forma de controle, utilizou-se o radiofarmaco
Fluorodesoxiglicose (18F-FDG), que € um agente ja utilizado em exames de imagem
para diagnostico de localizacdo de tumores. A avaliacdo da desidrogenase lactica
extracelular demonstrou que a reducéo na captacdo do 18F-FDG estava relacionada
com o bloqueio dos transportadores do tipo GLUT (KRAUS et al., 2018).

A Figura 12 demostra a diferenca na analise quando as células foram
analisadas sozinhas (Figura 12A), e quando as células foram incubadas previamente
com os conjugados (Figura 12B). A marcacgdo das células observada pela citometria

de fluxo demonstrou que os PQs-D-GN apresentam potencial para serem utilizados
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como ferramenta para o estudo da captacédo de derivados de glicose pelas células
de cancer. Experimentos futuros devem ser realizados no sentido de entender como
e por qual transportador acontece essa captacdo de glicose nesse tipo celular e
entender o padrdo de captacdo de acordo com o tipo e grau de malignidade da

linhagem das células de cancer estudada.

Figura 12 — Histograma de Células HelLa antes (A) e ap6s a incubacéo com o conjugado PQs-D-GN

(B).
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Fonte: O autor (2022).
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6 CONCLUSAO

Os PQs sintetizados isolados mostraram propriedades épticas e fluorescentes
caracteristicas desses materiais. O EFM adaptado, através do uso de manana e da
lectina concanavalina A para confirmar a eficiéncia da conjugagdo, mostrou-se
bastante eficiente. O ensaio a partir da citometria de fluxo mostrou-se potencial para
estudar a conjugacao da D-glicosamina com sondas fluorescentes. Isso porque a
marcacgao das leveduras de C. albicans utilizando a da ConA confirmou a eficiéncia
da marcacédo pelos PQs-D-GN, além de demonstrar a especificidade apds inibi¢cdo

com o0 manopiranosideo.

Além disso, o conjugado PQs-D-GN mostrou-se bastante promissor para
aplicacfes bioldégicas como observado pelas marcagfes de células HelLa. Por fim,
esses conjugados podem ser utilizados para o entendimento do metabolismo e
captacdo de derivados da glicose, bem como para melhorar o entendimento da
biologia do cancer. Vale ressaltar, que essas aplicacbes podem ser estendidas a

outras linhagens celulares.
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