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RESUMO
O esferoide € um modelo biolégico tridimensional que vem apresentando potencial
para o estudo de interacdo com nanoparticulas (NPs) por mimetizar o ambiente
tumoral. Os pontos quanticos (PQs) sao nanocristais de semicondutores que possuem
emissao fluorescente fotoestavel e superficie ativa para conjugacdo com moléculas
de interesse biolégico. Essas vantagens vém transformando os PQs em nanossondas
verséteis para o estudo da biologia celular do cancer. O efeito Warburg relata que as
células de cancer podem apresentar uma maior captacao de glicose devido ao uso da
glicélise para producdo energética, mesmo na presenca de oxigénio. Assim, o
desenvolvimento de modelos biol6gicos mais complexos como os esferoides e de
gliconanossondas baseadas em PQs pode favorecer uma melhor compreenséo dos
processos biolégicos envolvidos no céncer. Nesse contexto, essa dissertacdo
objetivou desenvolver esferoides a partir da linhagem de adenocarcinoma cervical
(HelLa) e estudar a interacdo de um novo conjugado de PQs-Glicose com esse modelo
biolégico e monocamadas celulares. Os esferoides foram preparados pelo método da
gota suspensa, sendo testadas variacdes de densidade de células/mL, volume da gota
e tempo de crescimento. Os esferoides foram monitorados por microscopia éptica. Os
PQs de CdTe foram conjugados a glicose tiolada (GT) explorando a afinidade do grupo
tiol da GT pela superficie semicondutora das NPs. Os PQs e conjugados foram
caracterizados por espectroscopias de absorcéo e emissao. A conjugacao foi avaliada
por espectroscopia de correlacao por fluorescéncia (FCS) e pela marcacéo citométrica
de leveduras de Candida albicans revestidas com concanavalina A, explorando a
afinidade lectina-carboidrato. O esferoide escolhido para o estudo foi o proveniente de
20.000 células/mL, gota de 30 yL e 48 h de formacéo, por apresentar morfologia
caracteristica e preparacao reprodutivel, apresentando tamanho médio de ca. 260 um.
Pelo FCS, o conjugado apresentou diametro hidrodinamico cerca de 3,5x maior que
os PQs, indicando que houve conjugagdo. O ensaio com C. albicans confirmou a
conjugacao, exibindo uma marcagéo de ca. 99%, reduzida em ca. 4x ao inibir os sitios
da lectina com metil-a-D-manopiranosideo. Uma marcagéo efetiva, com visualizagao
de vesiculas, foi observada nos esferoides e monocamadas por microscopia de
fluorescéncia. Ademais, cerca de 38% das células HelLa cultivadas em monocamada
captaram o conjugado em apenas 30 min de incubacdo. Portanto, foram

desenvolvidos esferoides com caracteristicas tipicas e promissoras para ensaios com



NPs, bem como uma gliconanossonda fluorescente foi preparada, a qual apresentou

potencial para ser aplicada em estudos biolégicos associados ao cancer.

Palavras-chave: Cultivo 3D; Fluorescéncia; Células HelLa; Nanoparticulas.



ABSTRACT
Spheroid is a three-dimensional biological model that has shown potential for the study
of interaction with nanoparticles (NPs) by mimicking the tumor environment. Quantum
dots (QDs) are semiconductor nanocrystals that have a photostable fluorescent
emission and an active surface for conjugation with molecules of biological interest.
These advantages have become QDs as versatile nanoprobes for cancer cell biology
study. The Warburg effect reports that cancer cells can present a greater glucose
uptake due to the use of glycolysis for energy production, even in the presence of
oxygen. Thus, the development of more complex biological models such as spheroids
and glyconanoprobes based on QDs may favor a better understanding of the biological
processes involved in cancer. In this context, this dissertation aimed to develop
spheroids from the cervical adenocarcinoma (HelLa) line and to study the interaction of
a new conjugate of QDs-Glucose with this biological model and cell monolayers. The
spheroids were prepared by the hanging drop method, testing variations in cell
density/mL, drop volume, and growth time. The spheroids were monitored by light
microscopy. CdTe QDs were conjugated to thiolated glucose (TG), exploring the
affinity of the TG thiol group for the semiconductor surface of NPs. The QDs and
conjugates were characterized by absorption and emission spectroscopy. The
conjugation was evaluated by fluorescence correlation spectroscopy (FCS) and by
cytometric labeling of Candida albicans yeasts coated with concanavalin A, exploring
the lectin-carbohydrate affinity. The spheroid chosen for the study was formed from
20,000 cells/mL, a drop of 30 pL, and 48 h of formation, due to its characteristic
morphology and reproducible preparation; having average size of ca. 260 um. By FCS,
the conjugate presented a hydrodynamic diameter about 3.5x greater than the QDs,
indicating that there was conjugation. The C. albicans assay confirmed the
conjugation, exhibiting a ca. 99%, reduced by ca. 4x after inhibiting the lectin sites with
methyl-a-D-mannopyranoside. Effective labeling, with visualization of vesicles, was
observed on spheroids and monolayers by fluorescence microscopy. Furthermore,
about 38% of the HelLa cells, cultivated as a monolayer, internalized the conjugate
after only 30 min of incubation only. Therefore, spheroids with typical and promising
characteristics for assays with NPs were developed; and a fluorescent glyconanoprobe
was prepared, which showed potential to be applied in biological studies associated

with cancer.



Keywords: 3D culture; Fluorescence; HelLa cells; Nanoparticles.
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LISTA DE ILUSTRACOES DA FUNDAMENTACAO TEORICA

A representacao esquematica mostra a divisdo do esferoide em regides. Na
regido mais externa estdo as células proliferativas. Em seguida tem uma
regido marcada por células quiescentes. Na regido interna estao localizadas
as células necrdticas. A concentracdo de nutrientes e oxigénio (Oz) € maior na
regido mais externa (verde), e restos celulares e diéxido de carbono (CO2) sdo
encontrados em maior concentracdo na regido central do esferoide
(vermelho). O esferoide pode ser formado por uma Unica linhagem celular ou
por uma co-cultura que inclui combinagdes de cancer e linhagens celulares
normais, como fibroblastos.

Esquema ilustrativo da formacdo de um éxciton e posterior recombinacgao
excitdbnica em um material semicondutor, h* representa o buraco gerado na
banda de valéncia pela excitacdo do elétron e, hv a energia de um féton
excitando o material semicondutor, h € a constante de Planck e v é a
freqiiéncia da luz.

Os pontos quanticos e o confinamento quéntico: aparecimento de niveis
discretos de energia e também h& aumento do bandgap (Eg) com a redugéo
do tamanho da nanoparticula. Representacdo para PQs de CdTe. BV = banda
de valéncia e BC = banda de conducéo

llustracdo de espectros de absorcdo (em A) e emissdo (em B) de PQs e
corantes organicos. Os PQs podem ser excitados em varios comprimentos de
onda, ja os corantes convencionais necessitam de excitacdo em um
comprimento de onda especifico.

Resisténcia a fotodegradacéo dos PQs. Na primeira linha, vemos os antigenos
nucleares marcados por PQs, em vermelho, e permanecendo fluorescentes
ao longo do tempo, enquanto os os microtibulos marcados pelo corante
organico AlexaFluor, em verde, sofreram fotodegradagé&o partir de 120 s. Na
segunda linha, ocorre a inversdo da coloragdo, os microtubulos foram corados
com PQs, em vermelho, e permanecem fluorescentes ao longo do tempo,
enquanto os antigenos nucleares foram corados com o AlexaFluor, em verde
e também sofreram fotodegradacao a partir de 120 s.

A camada de passivacdo nos pontos quanticos (PQs) compostos por
nucleo/casca, ou core/shell, otimiza a intensidade de fluorescéncia, com um
estreitamento da largura a meia altura do espectro (FWHM). Quando a
camada esta ausente, os elétrons podem ocupar “armadilhas”, favorecendo
outros decaimentos radiativos ndo excitdnicos, interferindo, assim, na
qualidade da fluorescéncia (intensidade e largura espectral). A direita,
encontram-se ilustragcdes de espectros de emisséo (linha preta continua) e

absorcao (linha cinza pontilhada) exemplificando cada situacéo.
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Figura 7 —

Figura 8 —

Figura 9 —

Esquema de um ponto quantico funcionalizado quimicamente como marcador
fluorescente.

Representacéo da glicélise em uma célula normal e em uma célula de cancer.
A esquerda, a glicélise ocorre devido ao processo de hipdxia, e forma lactato
e ATP em quantidades normais. A direita, a via de gliclise aerobica ocorre e
€ usada em excesso, entdo acontece uma maior captacdo de glicose e
producéo de lactato, que fica armazenado no espaco extracelular do tumor, tal
processo é chamado de efeito Warburg. ATP: trifosfato de adenosina.
Representacao ilustrativa de transportadores da familia GLUT e possiveis
alterac6es em células de cancer epitelial, como: superexpressao dos GLUT-1
e GLUT-3, e surgimento de novos (GLUT-4 e GLUT-12).
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2D Bidimensional
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1 INTRODUCAO

O cancer, assim como muitas doencas, € multifatorial e complexo. Embora
grandes avancgos tenham sido feitos no tratamento do cancer, nas Ultimas décadas, a
recorréncia e a metastase continuam sendo as principais causas de mortalidade de
pacientes com essa doenca (FAN et al., 2018; XU et al., 2018). Portanto, é importante
o desenvolvimento de métodos de diagndéstico ainda mais sensiveis e especificos,
bem como terapias direcionadas mais efetivas, para assim, aumentar o percentual de
cura dos pacientes. Dessa forma, cada vez mais procura-se por técnicas e
metodologias que ajudem a melhor estudar, detectar, diferenciar e compreender 0s
diferentes mecanismos bioldgicos envolvidos nessa doenca (ETRYCH et al., 2016).

Em geral, para os estudos de biologia celular e terapia relacionados ao cancer,
a cultura bidimensional de células (2D), também conhecida como monocamada, é o
modelo bioldgico mais utilizado. Porém, devido a complexidade e heterogeneidade
dos tumores, o modelo de cultura em monocamada € limitado em mimetizar esse
microambiente (JAMIESON; HARRISONB; CAMPBELL, 2019). Dessa forma, novos
modelos biolégicos in vitro, que melhor retratem a arquitetura dos tecidos in vivo, vém
sendo propostos, e foi esse contexto que levou ao desenvolvimento dos esferoides
gque sao microestruturas celulares tridimensionais (3D). Os esferoides vém
demonstrando ser fisiologicamente mais representativos em varios estudos de
mecanismos biolégicos desde ensaios de toxicidade, expressdao génica e biologia
celular do céancer (ELJE et al.,, 2020; YAMAWAKI et al., 2021), até pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento e a triagem de novas terapias antitumorais (JAIN et
al., 2020).

A complexidade dos esferoides vem do fato de serem estruturas compostas de
células com diferentes fenétipos, tais como células proliferativas, ndo proliferativas e
necroticas, sendo entdo um modelo que apresenta maior semelhanca a estrutura de
tumores humanos in vivo (JAROCKYTE et al., 2017).

Em relacdo aos estudos de biologia do cancer, para a compreensédo da
interacdo entre biomoléculas em nivel molecular e celular, bem como em organismos
inteiros, se faz relevante ndo sé o desenvolvimento de modelos de cultivo de células
mais representativos, como os esferoides, mas também de ferramentas que permitam
0 monitoramento de diferentes eventos biologicos (ETRYCH et al.,, 2016). Sendo

assim, as técnicas baseadas em fluorescéncia tém se sobressaido na avaliacédo de
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eventos biologicos com elevada sensibilidade e especificidade bioquimica, através do
uso de marcadores fluorescentes (SU et al., 2020; KALKAL et al., 2020).

Os pontos quanticos (PQs) constituem uma classe de marcadores
fluorescentes que vém recebendo consideravel destaque nas Ciéncias da Vida. Os
PQs sao nanocristais de semicondutores, com tamanhos tipicamente entre 2 a 10 nm,
que possuem propriedades fisico-quimicas singulares, apresentando intensa
fluorescéncia sintonizavel com o tamanho, excepcional resisténcia a fotodegradacéo
e superficie ativa para a conjugacdo com uma variedade de moléculas, como por
exemplo, lectinas, transferrina e acido folico, outras nanoparticulas (NPs) e também
superficies (PEREIRA et al., 2019, CABRAL FILHO et al., 2016; KADIAN et al., 2020;
DA SILVA et al., 2021). Os PQs vém sendo explorados com sucesso no estudo da
biologia celular do cancer utilizando células cultivadas em monocamadas, permitindo,
por exemplo, estudar a expressao e internalizacao de receptores, e até mesmo sendo
base para o desenvolvimento de nanossistemas multifuncionais com sinais opticos e
magnéticos (PEREIRA et al., 2019; CABRAL FILHO et al., 2018).

Dentre as moléculas de baixo peso molecular, a glicose € de particular
interesse para o estudo do cancer e sua terapéutica e diagnoéstico. Otto Warburg
observou que as células de cancer podem apresentar uma maior captacao da glicose
(efeito Warburg), devido ao uso da glicélise aerdbica para produzir energia,
contrastando com o que ocorre nas ceélulas saudaveis (FADAKA et al., 2017;
MULLAPUDI et al., 2020). O efeito Warburg vem sendo explorado na tomografia por
emissao de poésitron (PET), combinando um *®F radioativo (*¥F-FDG) com um analogo
de glicose, a 2-deoxi-D-glicose. O *¥F-FDG é mais absorvido pelos tecidos tumorais,
em relacdo aos saudaveis, e vem favorecendo um diagnoéstico, estadiamento e
monitoramento da terapia tumoral (GALLAMINI; ZWARTHOED; BORRA, 2014;
REITER et al., 2020).

O diferencial metabolismo da glicose em células de cancer e a versatilidade
dos PQs vém estimulando o desenvolvimento de gliconanossondas baseadas nessas
nanoestruturas e analogos de glicose para estudos da biologia do cancer (PEREIRA
etal., 2022; GE et al., 2019). Ha ainda, no entanto, muito o que se compreender sobre
a relacdo da glicose com o cancer, uma vez que a captacéo desse carboidrato pode,
por exemplo, depender (i) do tipo de analogo da glicose, (ii) da linhagem tumoral e (iii)
até mesmo da atuacéao diferencial de diferentes transportadores de glicose (GLUTS),
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gue podem estar aumentados com relacdo ao numero bem como tipo em células de
cancer a fim de suprir a maior demanda por carboidratos (BARRON et al., 2016; KE
et al., 2021; PAJAK et al., 2019). Assim, o desenvolvimento de novas nanossondas
baseadas em PQs pode gerar interessantes ferramentas para ajudar a desvendar
essa complexa interacdo das células de cancer com analogos de glicose, desde
modelos mais simples a mais elaborados, tais como nos esferoides (KOHNHORST et
al., 2017; KOLENC; QUINN, 2019).

Assim, esta dissertacdo apresenta ndo s6 o desenvolvimento de uma nova
gliconanossonda fluorescente baseada em PQs e 1-Tiol-B-D-glicose, explorando a
afinidade do tiol com a superficie semicondutora, como também a preparacédo de
esferoides a partir de células de adenocarcinoma cervical (HeLa) e o estudo do perfil
de marcacéao e captacao desses conjugados em modelos de cultura em 2D e 3D. Esta
dissertacdo traz também um manuscrito de revisdo sobre fundamentos dos
esferoides, seus métodos de preparacao e suas aplicacbes em estudos envolvendo

NPs inorganicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver esferoides a partir da linhagem HelLa e estudar a interacao de

pontos quanticos (PQs) conjugados a glicose tiolada com esse modelo biologico

tridimensional e monocamadas celulares.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desenvolver esferoides a partir da linhagem imortalizada HelLa, monitorando sua

formacao por microscopia éptica;
Sintetizar e caracterizar opticamente PQs de telureto de cadmio (CdTe);

Desenvolver conjugados baseados em PQs e glicose tiolada (PQs-GT) e

caracteriza-los opticamente;
Avaliar a eficiéncia e a especificidade da conjugacéao desenvolvida;

Estudar o perfil de interacdo dos PQs-GT com monocamadas celulares e esferoides

por técnicas fluorescentes.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 ESFEROIDES: FUNDAMENTOS E INTERACAO COM NPS INORGANICAS

A cultura celular bidimensional (2D) é o modelo mais amplamente utilizado e
bem estabelecido para estudar a biologia celular do céncer e prospectar novas
terapias (CALEFFI et al., 2021). No entanto, € um modelo limitado em mimetizar a
heterogeneidade e complexidade de sistemas biolégicos in vivo, como tumores
(FOGLIETTA et al.,, 2020). O cancer é uma doenca multifatorial e de elevada
complexidade que demanda o desenvolvimento de métodos de diagndstico precoce e
terapias direcionadas para aumentar o percentual de cura dos pacientes. Assim, ha
uma necessidade crescente de técnicas e metodologias que possam ajudar a melhor
detectar, diferenciar e compreender os varios mecanismos envolvidos com esta
doenca (ETRYCH et al., 2016; MARTINELLI et al., 2019).

Os tumores solidos ndo sdo uma massa indiferenciada de células. Eles tém
regides necroticas, areas com células em estado quiescente (crescimento lento ou
ndo) e regibes onde as células proliferam rapidamente. Assim, novos modelos
bioldgicos in vitro, que melhor representam a arquitetura tecidual in vivo, tém sido
propostos, levando ao desenvolvimento dos chamados esferoides de tumores
multicelulares (MCTS), ou apenas esferoides, um tipo de cultura celular tridimensional
(3D) (HAMILTON et al., 1998).

O esferoide possui trés zonas distintas, divididas didaticamente em termos de
disponibilidade de oxigénio e nutrientes, que sao: (i) zona necroética (area mais
central), (i) zona hipdxica ou quiescente (area intermediaria) e (iii) zona proliferativa
(area mais periférica), como mostrado na Figura 1. A disponibilidade de oxigénio e
nutrientes aumenta da zona de necrose para a zona de proliferacdo. A falta de
oxigénio e nutrientes leva a morte celular na zona necrética. Por outro lado, essa falta
de oxigénio e nutrientes na zona hipdxica ou quiescente é importante, pois estimula a
producdo de fatores de crescimento pelas células, que podem estimular a
angiogénese (BARISAM et al., 2018; HANAHAN; WEINBERG, 2011).
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Figura 1 - A representacdo esquematica mostra a divisdo do esferoide em regiées. Na regido mais
externa estdo as células proliferativas. Em seguida tem uma regido marcada por células quiescentes.
Na regido interna estéo localizadas as células necroticas. A concentragdo de nutrientes e oxigénio (Oz)
€ maior na regido mais externa (verde), e restos celulares e didxido de carbono (CO2) sao encontrados
em maior concentracdo na regido central do esferoide (vermelho). O esferoide pode ser formado por
uma unica linhagem celular ou por uma co-cultura que inclui combinacdes de cancer e linhagens
celulares normais, como fibroblastos.
Tipos de esferoides

Unica linhagem celular
Zonas do esferoide Células mortas e CO, . .

Zona proliferativa

Nutrientes e O, Co-cultura
c Zona quiescente

Células endotelials saudaveis

Y

. Fibroblastos

o Células do sistema imunologico

Fonte: A autora (2022).

Além dos esferoides terem uma estrutura que imita melhor os tumores in vivo,
eles também tém propriedades adicionais interessantes. Esferoides, por exemplo, tém
maior estabilidade e longevidade de cultivo mais longa; podendo ser cultivados por
até 3 semanas (DAl et al., 2016). Assim, este modelo é util para determinar os efeitos
a longo prazo de diferentes compostos nas respostas celulares. Além disso, o tempo
de crescimento dos esferoides varia de acordo com o tipo de célula e as condi¢cbes de
cultivo, pois nem todos os métodos de formacdo de esferoides permitem a adicéo
diaria de nutrientes. Zanoni et al. (2016) denominaram o intervalo de tempo para o
processo de formacdo como “tempo de esferoidizacao” (ZANONI et al.,, 2016).
Observou-se que em geral os esferoides inicialmente crescem rapido, mas o
crescimento é reduzido apods incubagao prolongada.

A presenca de diferentes zonas, semelhantes ao tecido canceroso in vivo, é
uma vantagem interessante dos esferoides sobre o modelo de cultura de células 2D.
Além disso, essa microestrutura 3D favorece a expressédo de componentes da matriz
extracelular (MEC), bem como as interacbes entre célula-célula e célula-matriz
(JAMIESON; HARRISON; CAMPBELL, 2015; DURYMANOV et al.,, 2019). Os
esferoides foram considerados fisiologicamente mais representativos em varios

estudos sobre mecanismos bioldgicos, ensaios de toxicidade, expressdo génica e
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biologia de células cancerigenas, por exemplo (RYU; LEE; PARK, 2019; YAMAWAKI
et al., 2021).

Outra propriedade interessante é que o tamanho dos esferoides pode variar de
acordo com o numero de células que séo oferecidas. Existem, no entanto, na literatura
tamanhos de esferoides mais apropriados para alguns tipos de estudos. Esferoides
muito pequenos (< 100 um) ndo possuem a complexidade dos tumores in vivo e a
definicdo das zonas, por isso geralmente ndo séo utilizados. Esferoides de cerca de
100 — 500 ym séao ideais para estudos envolvendo troca de oxigénio, nutrientes,
toxicidade e interacdo com NP. Enquanto esferoides maiores (> 500 ym) tém uma
difusdo limitada de oxigénio e nutrientes, e por esta razdo, eles tém uma zona
necrética pronunciada, que ndo é tdo confiavel para mimetizar tecidos in vivo
(ASTHANA,; KISAALIT, 2012; IVANOV et al., 2014). Além disso, as células presentes
nos esferoides podem secretar componentes da MEC, incluindo colageno I,
fibronectina e &acido hialurénico, o que pode trazer sofisticacdo a esse modelo
biologico (JAMIESON; HARRISONB; CAMPBELL, 2019). Em particular, o colageno |
medeia a invasao e a quimiorresisténcia, enquanto a fibronectina contribui para a
proliferacéo, sobrevivéncia e metastase celular, e o 4cido hialurdnico esta envolvido
no aumento da proliferacdo e migracao de células cancerigenas (DUAN et al., 2014,
TOPALOVSKI, BREKKEN, 2016; SATO et al., 2016). A principal fonte de MEC sé&o
fibroblastos associados ao cancer, portanto, modelos de co-cultura com esta linhagem
de células resultam em esferoides ricos em componentes de MEC, mas esferoides
com células tumorais Unicas também sdo capazes de produzir constituintes de MEC
HAMILTON et al., 1998; NEUWIRT et al., 2020).

Dentre os sistemas 3D existentes, 0 MCTS apresenta-se como 0 modelo
organotipico de cancer mais promissor. Pode ser preparado a partir de células
tumorais isoladas ou em combinac¢do com outros tipos de células (Figura 1), que séo
chamadas de co-cultura (BAAL et al., 2019). As técnicas de co-cultura séo diversas e
incluem combinagdes de linhagem cancerosa com células endoteliais normais,
fibroblastos, bem como células do sistema imunoldgico, que permitem simular cada
vez mais uma maior interagdo estroma-parénquima (FEDER-MENGUS, et al., 2018;
LIU et al., 2020). Além disso, dependendo da linhagem celular utilizada, os esferoides
podem ser mais frouxos ou mais compactos, isso porque algumas linhagens

apresentam maior adesao ceélula-célula do que outras, isso foi observado, por
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exemplo, no estudo de Jarockyte et al. (2018), no qual relataram que os esferoides da
linhagem de cancer de mama MDA-MB-231 tinham uma morfologia mais compacta,
enquanto os esferoides da linhagem de cancer de mama MCF-7 eram mais frouxos,
mesmo quando ambos cultivados nas mesmas condi¢gdes (Jarockyte et al., 2018).

Existem varios métodos para a formacdo de esferoides. Em geral, o tipo de
preparacdo escolhido depende da linhagem celular, do objetivo do estudo e da
necessidade de producdo em larga escala (QUARTA et al.,, 2021). Os principais
métodos usados para a preparacdo de esferoides sdo método da gota suspensa,
matriz hidrogel, levitacdo magnética, sobreposicao liquida, frasco giratério e baseado
em chip microfluidico (ACHILLI, MEYER, MORGAN, 2012).

Dentre os métodos citados, 0 método da gota suspensa destaca-se por ser um
método simples, efetivo e rapido. Tal técnica comeca a partir de um cultivo de células
em monocamada, no qual a suspensédo celular é distribuida na forma de gotas no
fundo da tampa de uma placa (que pode ser uma placa de Petri ou placa de 96 pocos,
por exemplo). Em seguida, o sistema € invertido, fazendo com que as gotas figuem
suspensas, e devido a acdo simultanea da tenséo superficial e da for¢a gravitacional,
células vao se agregar espontaneamente, formando esferoides. A placa de Petri, por
exemplo, deve conter uma solucéo salina tamponada com fosfato (PBS) no fundo do
suporte para evitar a desidratacdo das goticulas (RYU; LEE; PARK, 2019;
JORGENSEN et al., 2014). No caso da placa de 96 pocos, que geralmente € comercial
e nao aderente, as gotas sao adicionadas aos pocos, e a placa é invertida,
suspendendo-as (JAROCKYTE et al., 2018). E possivel modificar o tamanho do
esferoide ajustando o volume da gota, a densidade da suspensao celular (células/mL)
e 0 numero de dias de cultivo.

Além da possibilidade de ajustar o tamanho do esferoide, este método
apresenta outras vantagens, como baixo custo (exceto algumas placas comerciais de
96 pocos), consumo reduzido de reagentes e reprodutibilidade de quase 100% para
varias linhagens celulares (FOTY et al., 2011; KELM et al., 2003). Esse método, no
entanto, também apresenta algumas desvantagens, como; (i) pode ocorrer
evaporacao rapida do meio de cultura, no caso de utilizagdo da placa de Petri, por
exemplo; e (ii) qualquer choque mecanico durante a manipulagcdo pode quebrar 0s
esferoides. Portanto, € um método limitado para a troca do meio de cultura, devido a
dificuldade de aspirar o0 meio sem perturbar o esferoide (BRESLIN, O'DRISCOLL,
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2013; HOWES, et al., 2014). Além disso, alguns estudos, como o de Achilli et al.
(2012), relataram que este método ndo € adequado para producdo em larga escala
de esferoides, pois exigiria uma alta demanda do operador (ACHILLI et al., 2012). No
entanto, Bartosh e Ylostalo (2014) afirmam que € possivel produzir um grande nimero
de esferoides usando pipetagem multicanal (BARTOSH, YLOSTALO, 2014).

Devido ao gradativo aperfeicoamento das técnicas de producao de esferoides,
tem-se observado um crescente interesse por este modelo pelo campo da
nanobiotecnologia. Este sistema bioldgico tem sido considerado eficaz em fornecer
informacdes sobre o comportamento bioldgico e interacdo de nanoparticulas (NPs)
sem o0 uso de modelos animais (LU, STENZEL, 2018). Dentre os nanomateriais, as
NPs inorganicas tém sido cada vez mais utilizadas em aplicagdes biomédicas. Essas
NPs podem ser ferramentas valiosas para diagnostico, terapia e compreensao de
processos bioldgicos. A funcionalizacdo das NPs com biomoléculas, por exemplo,
pode torna-las mais especificas para serem utilizadas em estudos no cancer, tanto no
diagndstico como também para a administracdo de agentes terapéuticos (YANG et
al., 2021). As NPs inorganicas vém se destacando por suas propriedades fisico-
guimicas que podem ser ajustadas para potencializar sua aplicacdo (MCNAMARA,
TOFAIL, AM, 2017).

Além disso, a forma, o tamanho, a carga superficial e a composi¢do das NPs
inorganicas podem ser controladas e adaptadas durante sua sintese (NIKZAMIR,
AKBARZADEH, PANAHI, 2021). Portanto, o uso de modelos celulares mais
complexos, como esferoides, pode auxiliar no estudo do perfil de penetracdo dessas
nanoestruturas em tumores, auxiliar na otimizacdo de seu desempenho biologico e
favorecer avancos mais rapidos nessa area.

A fluorescéncia vem também se mostrando uma ferramenta poderosa para
mapear eventos bioldégicos em tempo real com alta resolucao espacial (CAPONETTI
et al., 2019). Assim, devido as singulares propriedades o6pticas e fisico-quimicas dos
nanocristais fluorescentes de semicondutores, também chamados de pontos
qguanticos (PQs) ou quantum dots (QDs), estudos associados a interacdo dessas NPs
fluorescentes com esferoides também vém sendo propostos (PEREIRA et al., 2019;
JAROCKYTE et al., 2017).

Jarockyte et al. (2017) estudaram o acumulo e distribuicdo de PQs de Seleneto
de Cadmio passivados com Sulfeto de Zinco (CdSe/ZnS) em esferoides celulares das
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linhagens de MCF-7 e de MDA-MB-231. Foi observado que os PQs de CdSe/ZnS nao
interferiram na formacdo de esferoide. Apds 24 h de incubacdo dos PQs com o
esferoide, os autores observaram uma penetracao limitada dessas NPs de acordo
com o tamanho do esferoide. Em esferoides maiores e mais frouxos (800 um) ocorreu
penetracdo de mais PQs até o nucleo. Ja em esferoides menores e mais compactos
(150 pm), os PQs foram encontrados somente na periferia. O estudo sugeriu um
tamanho ideal para o esferoide de 150 ym para estudos de penetracido com PQs.

Em outro estudo, Mangeolle et al. (2019) sintetizaram PQs de CdSe/CdS/ZnS
e 0s conjugaram com acido félico (AF), para avaliar a citotoxicidade e captacdo em
esferoides de duas linhagens de células tumorais. Os PQs foram funcionalizados com
amina e conjugados ao AF, obtendo-se os conjugados PQs-FA desejados. A
citotoxicidade dos PQs sozinhos e dos PQs-AF foi avaliada em monocamadas de
células de céancer oral (KB) e carcinoma de pulmdo (A459) usando ensaios
colorimétricos (MTT), apos 24 h de incubacédo. Os resultados mostraram que ambos
0s sistemas nao alteraram a atividade metabdlica das células KB e A549. As linhagens
celulares foram selecionadas devido a superexpressao de receptores de folato nas
células KB, enquanto as células A549 nao possuem receptores de folato, servindo
como controle negativo. Portanto, os esferoides foram preparados apenas a partir de
células KB, com um didmetro em torno de 500 pym. As células nos modelos 2D e 3D
foram incubadas com PQs, com ou sem AF (ambos por 4 h), e analisadas por
microscopia de fluorescéncia. Foi observado um aumento na captacdo dos
nanossistemas PQs-AF pelas células quando comparados aos PQs sozinhos,
indicando que essa internalizacdo foi especifica via receptores de AF. O perfil de
penetragéo, no entanto, foi semelhante para ambos os sistemas, mostrando que PQs
sozinhos e conjugados PQs-AF foram acumulados na zona mais externa dos
esferoides, com profundidades de até 100 ym.

Esses estudos sugerem que o esferoide é um interessante modelo capaz de
mimetizar o microambiente tumoral e os PQs se mostraram como uma interessante
ferramenta fluorescente para estudar o perfil de interacdo de NPs com tumores in vitro.
Dessa forma, é relevante que mais estudos envolvendo esferoides e PQs sejam
desenvolvidos para um maior entendimento sobre esse modelo de cultura 3D, bem
como para auxiliar na compreensédo dos mecanismos envolvidos na biologia celular

do cancer, de maneira mais fidedigna e completa.
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3.2 PONTOS QUANTICOS
3.2.1 Fundamentos

A nanotecnologia € uma das éareas de fronteira de pesquisa, envolve a
manipulacdo em nanoescala de atomos e moléculas e € um dos campos das Ciéncias
da Vida que mais vem propiciando avan¢os nessa area nas ultimas décadas. Este
campo emergente vem propondo o desenvolvimento de nanomateriais de nova
geracdo, para diferentes fins, como diagnéstico, entrega de medicamentos, terapia
genética, monitoramento de processos biolégicos, entre outros (RESHMA;
MOHANAN, 2019). Dentre esses nanomateriais, uma classe de material semicondutor
vem se destacando, os chamados pontos quanticos (PQs). Esses nanocristais de
semicondutores possuem tipicamente tamanhos de 2 a 10 nm e suas excepcionais
propriedades Opticas vém consolidando essas hanoestruturas como sondas
fluorescentes importantes na area de pesquisa biomédica (FARZIN; ABDOOS, 2021).

De acordo com o tamanho e/ou a constituicdo quimica é possivel sintonizar a
fluorescéncia dos PQs em varios comprimentos de ondas, desde regides proximas ao
ultravioleta (UV), regido do visivel (400-700 nm), até o infravermelho proximo (Near
Infrared — NIR) (SMITH; GAO; NIE, 2007).

Existe uma variedade de composicOes desses nanocristais, consistindo-se
principalmente de atomos dos grupos IIA-VIB, 1lIA-VB ou IVA-VIB da antiga tabela
periodica. PQs de CdTe, por exemplo, sdo formados por cadmio que pertence ao
grupo llA e telario que pertence ao grupo VIB (SOUSA et al., 2018).

Os materiais semicondutores sdo caracterizados por uma banda de valéncia
(BV) de menor energia e uma banda de conduc¢éo (BC) de maior energia. A BV esta
separada da BC por um bandgap (Eg) de energia (Figura 2). Para que os elétrons
passem da BV para a BC, é necessario o fornecimento de energia (absor¢do) com
valor igual ou maior que a Eg. Quando esses materiais recebem energia, por exemplo,
na forma de fotons, os elétrons da BV véao ser excitados e passar para a BC, deixando
um “buraco” na BV, gerando um par elétron-buraco ou éxciton, assim como mostra a
Figura 2 (MICHALET, BENTOLILA, WEISS, 2008; BRUS, 1984).
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Figura 2 — Esquema ilustrativo da formacéo de um éxciton e posterior recombinacéo excitbnica em um
material semicondutor, h* representa o “buraco” gerado na banda de valéncia pela excitagdo do elétron
e, hv a energia de um féton excitando o material semicondutor onde h é a constante de Planck e v é a
freqiiéncia da luz.
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Fonte: A autora (2022).

O éxciton formado vai retornar a BV depois de alguns nanossegundos e tal
processo € chamado de recombinagdo excitbnica. A recombinacdo dos elétrons
excitados na BC com os buracos na BV d& origem a emisséo fluorescente de materiais
semicondutores sejam estes macroscopicos ou hanométricos. Porém, quando em
nanoescala, esses nanocristais sofrem modificacbes em suas propriedades épticas
devido ao confinamento quantico.

No material semicondutor macroscoépico (bulk), o elétron pode ocupar uma
variedade de estados energéticos que estao distribuidos de modo continuo. Quando
uma das dimensdes do material se torna fisicamente menor que o raio de Bohr (ag)
caracteristico deste material, dizemos que essa estrutura se encontra em
confinamento quantico (BRUS, 1984). O raio de Bohr esta relacionado a distancia
elétron-buraco e é caracteristico de cada semicondutor, por exemplo o seleneto de
cadmio (CdSe) bulk apresenta um ag = 6 nm, logo, apenas teremos um PQ de CdSe
se o raio dessa NP for inferior a 6 nm (BENTOLILA; MICHALET; WEISS, 2008).
Quando o confinamento quantico é tridimensional, ou seja, todas as dimensdes do
material sdo fisicamente menores que o ag caracteristico do semicondutor € que se
tem os PQs.

O confinamento quantico torna possivel controlar em que regido do espectro
eletromagnético um PQ ira emitir fluorescéncia através do controle do seu tamanho.
Isto ocorre porque, quando o material semicondutor estd em confinamento quantico,

a energia Eg aumenta ou diminui de acordo com o tamanho da NP, para uma mesma
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composicdo. Dessa forma, PQs de tamanhos menores, tem maior Eg e vao emitir em
regides mais proximas ao azul. J4 os PQs de tamanhos maiores, possuem menor Eg
e emitem fluorescéncia mais proxima do vermelho, como ilustrado na Figura 3. Isso
ocorre porque o diametro (d) e o comprimento de onda (A) da emissdo sé&o
inversamente proporcionais ao Eg, como visto nas seguintes relagfes: Eg é
proporcional a 1/d®> e Eg é proporcional a 1/A (SANTOS; FARIAS; FONTES et al.,
2008). O confinamento quantico também leva ao aparecimento de niveis discretos de
energia no final da BV e inicio da BC, por isso os PQs também sdo chamados de

atomos artificiais (Figura 3).

Figura 3 - Os pontos quéanticos e o confinamento quantico: aparecimento de niveis discretos de energia
e também ha aumento do bandgap (Eg) com a redu¢éo do tamanho da nanoparticula. Representacéo

para PQs de CdTe. BV = banda de valéncia e BC = banda de conducéo.
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Fonte: Adaptada de PEREIRA et al. (2019).

A sintese coloidal dos PQs em geral envolve duas etapas: em uma primeira
etapa, a nucleacao, ocorre a injecao rapida de um precursor calcogénio, que pode ser
teldrio ou selénio, em um baldo contendo uma solugéo de um precursor, que pode ser
cadmio ou zinco. A medida que a sintese acontece, 0s pontos iniciais de nucleacéo
vao se formando e ocorre diminuicdo da velocidade de reacdo e também dos
precursores, ja que estes Ultimos estdo sendo consumidos para formacdo dos
nanocristais. Esta etapa inicial € determinante para o numero total de PQs, e também
de seu tamanho médio, visto que os nucleos pré-formados crescem de forma isolada,

até o completo consumo dos reagentes precursores. Durante esse processo, as NPs
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ndo conseguem se agregar umas as outras porque ficam suspensas, como um
coloide, e isso € devido a presenca de agentes estabilizantes (como o &acido
mercaptosuccinico — AMS, empregado na sintese aquosa), que se desligam e ligam
aos sistemas para permitir o crescimento das NPs, e impedem sua aglomeracao e
precipitacdo (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Figura 4 — llustracdo de espectros de absorcdo (em A) e emissdo (em B) de PQs e corantes organicos.
Os PQs podem ser excitados em varios comprimentos de onda, jA 0s corantes convencionais

necessitam de excitacdo em um comprimento de onda especifico.
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Fonte: Adaptada de SMITH (2004).

As vantajosas caracteristicas dos PQs atrairam o interesse da comunidade
cientifica em aplicar essas NPs como marcadores bioldgicos fluorescentes,
principalmente quando sdo conjugados a biomoléculas de interesse biol6gico e
meédico, como lectinas, anticorpos e carboidratos por exemplo, e assim vém sendo
utilizados em uma grande variedade de estudos, tais como marcacédo de tecidos,
avaliacao da expressao e reciclagem de receptores bem como em biossensoriamento
(SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008; CUNHA et al., 2018; CABRAL FILHO et al., 2016;
ANNIO et al., 2018; NASROLLAHI et a., 2020). As vantagens 6pticas dos PQs em
relacdo aos marcadores fluorescentes convencionais (principalmente os corantes
organicos), vém consolidando a versatilidade dessas NPs e incluem: (i) utilizacdo de
apenas uma unica fonte de luz para excitacdo da emissdo em diferentes regides do
espectro eletromagnético devido ao largo espectro de absor¢cdo dessas NPs; (ii)
espectro de emissao estreito e simétrico em diferentes regides do espectro, variando-
se apenas o tamanho da particula, assim como pode-se observar na Figura 4; (iii)
excepcional resisténcia a fotodegradacao, uma taxa 100 vezes menor é apresentada
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pelos os corantes organicos convencionais (isso permite monitorar estudos biolégicos
por tempos prolongados como mostrado na Figura 5) e (iv) possuem superficie ativa,
que possibilita a sua conjugacao a moléculas ou até mesmo a outras NPs (WU et al.,
2003; AN et al., 2018).

Figura 5 — Resisténcia a fotodegradacao dos PQs. Na primeira linha, vemos os antigenos nucleares
marcados por PQs, em vermelho, e permanecendo fluorescentes ao longo do tempo, enquanto 0s
microtlbulos marcados pelo corante organico AlexaFluor, em verde, sofreram fotodegradacéo a partir
de 120 s. Na segunda linha, ocorre a inverséo da coloracéo, os microttbulos foram corados com PQs,
em vermelho, e permaneceram fluorescentes ao longo do tempo, enquanto os antigenos nucleares

foram corados com o AlexaFluor, em verde, e também sofreram fotodegradacéo a partir de 120 s.
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Fonte: Adaptada de WU et al. (2003).

A reducdo do volume da NP resulta em um aumento da relacéo area/volume,
e a elevada area superficial aumenta a contribuicdo dos defeitos de superficie dos
nanocristais (dtomos da superficie do cristal que tem ligacdes ndo compartilhadas), o
que resulta na diminuicdo da intensidade de fluorescéncia das NPs. Isso ocorre
porque os defeitos levam a formacao de niveis intermediarios entre a BV e a BC, e ao
invés do elétron ir diretamente da BC para a BV, ele pode ser capturado por niveis
intermediarios levando a um baixo sinal fluorescente, como pode ser observado na

Figura 6.
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Figura 6 — A camada de passivacdo nos pontos quanticos (PQs) compostos por ndcleo/casca, ou
core/shell, otimiza a intensidade de fluorescéncia, com um estreitamento da largura a meia altura do
espectro (FWHM). Quando a camada esta ausente, os elétrons podem ocupar “armadilhas”,
favorecendo outros decaimentos radiativos ndo excitdnicos, interferindo, assim, na qualidade da
fluorescéncia (intensidade e largura espectral). A direita, encontram-se ilustracdes de espectros de

emissdo (linha preta continua) e absorgéo (linha cinza pontilhada) exemplificando cada situagao.
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Fonte: Adaptada de PEREIRA et al. (2021).

Uma maneira de contornar essa perda de intensidade de fluorescéncia é
crescer uma "casca" (camada de passivacdo) de umas poucas camadas de atomos
de um material semicondutor, em geral com um Eg maior que o do nucleo da NP.
Esse processo da formacdo da "casca" € denominado passivacdo e as particulas
resultantes apresentam uma estrutura fisica do tipo core/shell (nucleo/casca), que
ajuda a reduzir os defeitos e aprimorar as propriedades fluorescentes; reduzindo a
largura & meia altura (FWHM, do inglés full width at half maximum) dos espectros de
emissao para valores em geral menores que 50 nm a depender da regido espectral
de emissdo e otimizando a intensidade de fluorescéncia (Figura 6 (MARTINS;
TRINDADE, 2012). Nos PQs hidrofilicos, essa camada de passivacédo € construida
com o auxilio dos agentes estabilizantes utilizados na sintese dessas NPs. Esses
agentes: (i) ajudam a deixar o sistema coloidal estavel, (ii) conferem grupos tiol para
a formacdo da camada de passivacéo, (iii) atribuem carga para a NP e (iv) ainda

conferem grupos funcionais (carboxilico ou amina) para ligagdo do PQ a moléculas ou
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até mesmo outras NPs. Exemplos de agentes estabilizantes muito usados na sintese
de PQs hidrofilicos sé@o cisteamina, cisteina e AMS (MARTINS; TRINDADE, 2012;
HONG et al., 2015; LIU et al., 2014; PEREIRA et al., 2019).

No final, o PQ apresenta uma nanoestrutura complexa (Figura 7) composta
pelo: (i) nucleo da NP, que determina a regido espectral da emissao; (ii) a camada de
passivacao, que determina a qualidade da emisséo e, por fim, (iii) a camada organica,
que € a camada mais externa, de agente estabilizante/funcionalizante, cuja
importancia é conferir estabilidade quimica, carga e o grau de funcionalidade da NP
em relacdo a marcacao do sistema biologico de interesse (MARTINS, TRINDADE,
2012; PEREIRA et al., 2016).

A superficie dos PQs, com seus agentes estabilizantes/funcionalizantes,
permite uma interacdo quimica entre a NP e demais componentes que também

possuam grupos funcionais.

Figura 7 — Esquema de um ponto quantico funcionalizado quimicamente como marcador fluorescente.

2-10 nm Biomolécula

AN Ndicleo

Camada de passivagao

Agente estabilizante

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

3.2.2 Bioconjugacao

Dentre os tipos de conjugacéao, destacam-se: (i) adsorgéo simples, baseada em
interacdes eletrostaticas e/ou hidrofébicas (Van der Waals) entre os PQs e o0s
sistemas de interesse, também chamada de ligacdo n&o covalente; (i) fixacdo direta
de biomoléculas na superficie dos PQs por interacdes dativas, geralmente envolvendo
a afinidade do grupo tiol pelo metal; (iii) associacdo dos PQs funcionalizados com
moléculas de avidina, ou estreptavidina, com moléculas biotiniladas e (iv) ligacdo
covalente, que pode ser entre grupos carboxilico-amina ou amina-amina, por exemplo

e sdo mediados por agentes de acoplamento, como, respectivamente cloridrato de 1-
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etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-Hidroxisuccinimida (NHS) e
glutaraldeido (PEREIRA et al., 2019; CABRAL FILHO et al., 2016).

Dentre os tipos de bioconjugacao citados, a fixacdo direta de moléculas na
superficie dos PQs por interacdes dativas envolvendo grupo tiol e o metal vém
ganhando destaque por ser simples e ndo necessitar de agentes de acoplamento, tais
como EDC/NHS, para sua efetivacdo. Elas, no entanto, podem ser sensiveis ao pH,
oxidacao e troca com moléculas semelhantes (ALIVISATOS et al., 2005; FOUBERT
et al., 2016; HERMANSON, 2013).

A conjugacédo é um procedimento desafiador e € preciso que ela seja baseada
em metodologias que preservem as propriedades Opticas dos PQs e as
funcionalidades das biomoléculas associadas, e gerem um conjugado estavel, livre de
aglomeracdes e precipitacbes, e ainda que seja efetivo e especifico
(DIAZ-GONZALEZ et al., 2020; PEREIRA et al., 2019).

Para avaliar se os PQs estdo conjugados de maneira efetiva as biomoléculas,
existem algumas técnicas e ferramentas de avaliacdo de conjugacdo, como:
espectroscopia por correlacdo de fluorescéncia (FCS do inglés Fluorescence
Correlation Spectroscopy), espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR, do inglés Fourier-Transform Infrared  Spectroscopy),
dispersédo/espalhamento dinamico da luz (DLS, do inglés Dynamic Light Scattering), o
ensaio fluorescente em microplacas (EFM), eletroforese e andlise de potencial zeta.
AvaliacOes espectroscopicas de absorcdo UV-Vis e emissao algumas vezes também
podem sugerir se houve conjugacao. Vale ainda ressaltar que ensaios, envolvendo a
interacdo com o sistema bioldgico, também sédo importantes para avaliar a conjugacao
e evitar falsos positivos ou negativos e podem envolver, por exemplo, inibicdo de sitios
ativos da biomolécula conjugada aos PQs ou saturacdo de sitios nas células
(BHATTACHARJEE et al.,, 2016; CRACIUN et al., 2021; DA SILVA et al.,, 2021,
OLIVEIRA et al., 2020, PEREIRA et al., 2022).

Assim como o DLS, o FCS, por exemplo, utiliza a determinacdo do tamanho
hidrodindmico para inferir sobre a conjugacédo. O FCS, no entanto, tem se mostrado
mais sensivel, especialmente considerando que PQs sdo NPs muito pequenas e
podem também estarem associados com moléculas de poucos quilodaltons (KDa),
tais como acido folico (AF) ou &cido fenilborénico (MONTEIRO et al., 2020a;
MONTEIRO et al., 2020b). No FCS se utiliza da focalizagcéo do feixe de laser por uma
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objetiva de alta abertura numérica em um microscopio confocal, o que limita o volume
focal de deteccado, sendo capaz de diferenciar a difusdo de espécimes, como NPs,
ainda que tenham tamanhos semelhantes (CRACIUN et al.,, 2021; DAWES;
SOELLER; SCHOLPP, 2020).

Com as vantajosas propriedades dos PQs e a crescente proposta de novos
meétodos de preparacao e avaliacdo de conjugados, os PQs vém sendo cada vez mais
utilizados em Ciéncias da Vida, alguns exemplos de aplicacdes dos PQs sao: (i)
aquisicdo de imagens in vitro e in vivo; (ii) biossensores Opticos, eletroquimicos e
fotoeletroquimicos; (iii) ensaios bioanaliticos e (iv) e até mesmo para terapia
fotodinamica (WANG et al., 2019; YANG, ZHANG, SHEN, 2021; TRIANA et a., 2020).
Além disso, esses nanocristais tém também se destacado no estudo da biologia
celular do cancer, e vém sendo explorados com sucesso, permitindo, por exemplo,
estudar a expressao e internalizacdo de receptores, tais como de transferrina e AF,
em monocamadas e esferoides, e também a expressao de carboidratos como acido
sidlico e manose/glicose (CABRAL FILHO et al.,, 2016; CARVALHO et al., 2019;
MONTEIRO et al., 2020a; MANGEOLLE et al., 2019).

3.3 GLICOSE NO CANCER

Em todo o mundo, cerca de 19,3 milhdes de novos casos de cancer e quase
10,0 milhdes de mortes por essa doenga ocorreram em 2020 (SUNG et al., 2021). A
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) alerta que, se as tendéncias atuais
continuarem, o mundo vera um aumento superior a 100% nas mortes anuais por
cancer nos préoximos 40 anos — de cerca de 9 a 10 milh6es de mortes em 2020 para
cerca de 19 milhdes de mortes em 2060 (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al.,
2020).

A propdésito, o maior aumento (cerca de 81%) de novos casos ocorrera em
paises de baixa e média renda, onde as taxas de sobrevivéncia sdo atualmente
menores. Isso € o dobro (40%) dos novos casos de cancer que sao esperados em
paises de alta renda, segundo dados da OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION et
al., 2020).

Embora grandes avancos tenham sido feitos no tratamento do cancer de uma
forma geral, a recorréncia e a metastase continuam sendo as principais causas de
mortalidade em pacientes com essa doenca (FAN et al.,, 2018; XU et al., 2018).

Portanto, € importante o desenvolvimento de métodos de diagnodstico ainda mais
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sensiveis e especificos, bem como terapias direcionadas mais efetivas, para assim,
aumentar o percentual de cura dos pacientes. Além disso, é essencial que 0s
pesquisadores busquem por farmacos mais acessiveis economicamente para 0S
pacientes, visto que popula¢cbes de baixa e média renda sdo acometidas duas vezes
mais que as de alta renda. Dessa forma, cada vez mais é necessario a busca por
tecnologias que ajudem a melhor compreender os complexos mecanismos biolégicos
envolvidos nessa doengca (MOHAMMADI et al., 2022).

Um dos principais mecanismos biologicos envolvidos no cancer, € o processo
de reprogramacéo metabdlica, no qual as células de cancer se tornam dependentes
de alguns nutrientes de uma forma diferente de quando estavam em condi¢cdes
normais. Tais fatores influenciam diretamente na demanda de energia, taxa de
proliferacdo acelerada, capacidade de metédstase e resisténcia a quimioterdpicos
(FAUBERT; SOLMONSON; DEBERARDINIS, et al., 2020).

O metabolismo tumoral comecou a ser descrito em 1920, tendo um dos
pioneiros Otto Warburg, que observou que as células de cancer podem apresentar
uma maior captacdo de glicose (efeito Warburg), quando comparadas as normais
(FADAKA et al., 2017; MULLAPUDI et al., 2020). Inicialmente, acreditava-se que tal
efeito era desencadeado por mutacdes mitocondriais que impactavam o processo de
fosforilacdo oxidativa, e as células de cancer faziam uso aumentado da glicélise
aerdbica para suprir esses danos, porém hoje ja se sabe que as células de cancer
utilizam preferencialmente essa via mesmo em condi¢cdes ricas em oxigénio e na
presenca de mitocdndrias funcionais (RASHEED, TARJAN, 2018; SCHMIDT,
SCIACOVELLI, FREZZA, 2020). Dessa forma, as células de céncer fazem uso
aumentado da glicélise aerdbica (pela via de conversao de glicose em piruvato,
seguida de producédo de lactato), com uma taxa de absor¢cdo de glicose de 10 a 40
vezes maior e uma producdo de lactato que é 10 a 100 vezes mais rapida quando
comparada as células normais (VAUPEL; MULTHOFF, 2021). Em contraste com
células normais, que sO produzem lactato sob condi¢cdes de hipoxia (oxigénio
insuficiente), por exemplo, durante exercicios extenuantes de musculo, e esse lactato
produzido é prontamente enviado para os musculos; as células de cancer captam
glicose em excesso, e por isso produzem lactato em excesso, em condi¢cbes de
normoéxia (presenca de oxigénio), que fica acumulado no espaco extracelular do
tumor, como pode ser observado na Figura 8 (VAUPEL; MULTHOFF, 2021).


https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1113/JP278810#tjp14502-bib-0061
https://physoc.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1113/JP278810#tjp14502-bib-0067
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Figura 8 — Representacéo da glicolise em uma célula normal e em uma célula de cancer. A esquerda,
a glicélise ocorre devido ao processo de hipdxia, e forma lactato e ATP em quantidades normais. A
direita, a via de glicélise aerdbica ocorre e € usada em excesso, entdo acontece uma maior captagao
de glicose e producao de lactato, que fica armazenado no espago extracelular do tumor, tal processo é

chamado de efeito Warburg. ATP: trifosfato de adenosina, ATC: Ciclo do acido tricarboxilico.
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E tal mudanca do metabolismo da glicolise, é adquirida muito cedo na
carcinogénese, mesmo antes que as células tumorais sejam expostas as condi¢cdes
hipoxicas. Dessa forma, o fendtipo Warburg constitui uma assinatura metabdlica de
cerca de 70 — 80% dos canceres humanos, que conduzem a proliferacdo sustentada
do tumor, resisténcia e aceleram a progressao maligna (VAUPEL, SCHMIDBERGER,
MAYER, 2019).

O efeito Warburg vem sendo explorado na clinica, por exemplo, na tomografia
por emissdo de pdsitron (PET), que combina um analogo de glicose, a 2-deoxi-D-
glicose, com 8F radioativo (*¥F-FDG), o qual é absorvido majoritariamente pelos
tecidos tumorais, em relagdo aos saudaveis, favorecendo um diagndéstico,
estadiamento e monitoramento da terapia tumoral (GALLAMINI; ZWARTHOED;
BORRA, 2014; REITER et al., 2020).

O efeito Warburg, acaba desencadeando outros efeitos secundarios nas
células de cancer, como por exemplo o0 aumento da expressao dos transportadores
de glicose (GLUTS), para suprir a maior demanda por esse carboidrato (BARRON et

al., 2016). Os GLUTs podem atuar ndo somente na captacao e transporte da glicose,
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mas também de outros acucares, como a frutose, podendo apresentar afinidade
variavel por cada um. A familia dos transportadores GLUT, comporta diferentes
subtipos que sé&o divididos em 3 classes, de acordo com sua estrutura: Classe 1
(GLUTs 1-4, 14); Classe 2 (GLUTs 5, 7, 9 e 11) e Classe 3 (GLUTs 6, 8, 10, 12 e
13/HMIT) (BARRON et al., 2016; THORENS; MUECKLER, 2010).

O GLUT-1 é naturalmente encontrado em niveis altos, em condi¢cdes normais,
em praticamente todas as células. No entanto, pode ocorrer uma expressao anormal
em células de cancer, em razdo do aumento da quantidade de GLUTS expressos.
Porém, ndo ocorre somente a superexpressao de um tipo particular de transportador
gue ja esta presente nas células normais, ja que as células quando se transformam
em cancerosas podem expressar GLUTs que ndo expressavam quando estavam
saudaveis. Exemplo disso, séo células epiteliais, que expressam naturalmente GLUT-
1 e GLUT-3 quando estdo saudaveis, mas s6 expressam GLUT-4 e GLUT-12 quando
cancerosas, como pode ser observado na Figura 9 (BARRON et al., 2016).

Entretanto, achados na literatura, tém mostrado dados discordantes na
expressdo de GLUTs, em termos de quantidade e tipo. Enquanto Godoy et al. (2006)
encontraram alta quantidade de GLUT-1 em células de cancer de mama, Kang et al.
(2002) detectaram baixa quantidade de GLUT-1 e Ravazoula et al. (2003)
correlacionaram a presenca de GLUT-1 mais evidente nas células de cancer de mama
de grau 2 ou 3 do que no grau 1.

De forma geral, a literatura vem reportando uma correlacdo entre GLUT-1 e a
captacdo da glicose por células tumorais (GODOQOY et al., 2006; ZAMBRANO et al.,
2019). Porém, estudos vém indicando que alguns GLUTs podem atuar ndo somente
na captacao de glicose, mas também de outros carboidratos, como a frutose; podendo
apresentar uma afinidade variavel, dependendo também do tipo de cancer (BARRON
et al.,, 2016; THORENS; MUECKLER, 2010a, 2010b). Nesse contexto, Wuest e
colaboradores (2018) reportaram que o uso do 8F-FDG tem sido limitado em cerca
de 50% dos pacientes com cancer de mama, devido a uma menor expressao de
GLUT-1, propondo entdo estudos com a linhagem tumoral de glandula mamaria
murina (EMT6) e 18F radioativo combinado com anélogos de frutose com uma possivel
alternativa ao '8F-FDG. Os resultados de PET, em geral, indicaram uma alta captacéo
de 18F-frutose, porém instigaram mais estudos de qual transportador (GLUT-5 ou

GLUT-2) teria um papel mais significativo nesse mecanismo.
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Figura 9 — Representacdo ilustrativa de transportadores da familia GLUT e possiveis alteracdes em
células de céancer epitelial, como: superexpressdo dos GLUT-1 e GLUT-3, e surgimento de novos
(GLUT-4 e GLUT-12).
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Fonte: A autora (2021).

Assim, surge a importancia de estudar a internalizagcdo, via GLUTs, de
diferentes analogos de glicose, até mesmo outros aclUcares como a frutose, por
diferentes tipos de linhagem de cancer de malignidade variavel. Dessa forma,
gliconanoparticulas fluorescentes baseadas em PQs e derivados de glicose podem

colaborar para elucidar melhor tais processos.

3.4 GLICONANOPARTICULAS BASEADAS EM PONTOS QUANTICOS E GLICOSE

Com as vantagens e versatilidades dos PQs, as gliconanoparticulas
fluorescentes baseadas nessas nanoestruturas vém se tornando uma nova
perspectiva na construcado de plataformas para o estudo do cancer, expressao de
GLUTs, internalizacdo diferencial de glicose e seus analogos para alcan¢ar avancos
no diagndstico e na terapia (ASHREE, WANG, CHAOQO, 2020).

Igawa et al (2014) avaliaram a captacéo de PQs de CdSe sintetizados por via
hidrofébica e conjugados a D-glicosamina (D-GN) por meio do agente de acoplamento
EDC, em células de cancer osteoblasticas (NOS-1) cultivadas em
monocamada. Observaram marcacgéo na superficie das células e no citoplasma apoés
3 h de incubag¢do com o conjugado.

Ranjbar-Navazi et al. (2018) prepararam PQs de InP/ZnS, também por via

hidrofébica, os quais foram conjugados com D-GN (e associados ou ndo ao AF),
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utilizando os agentes de acoplamento EDC e NHS. Eles observaram que houve
endocitose por células de cancer de ovario (OVCAR-3) e células neoplasicas de
pulméo (A549), cultivadas em monocamada, através de técnicas de fluorescéncia
(microscopia e citometria de fluxo), apds incubar as nanossondas por 2 h.

Ge et al. (2019) sintetizaram PQs hidrofébicos de Ag2Se, conjugaram a D-GN
também através dos agentes de acoplamento EDC e NHS, e incubaram os
nanossistemas com a linhagem de células de cancer de mama humano MCF-7,
cultivada em monocamada, por 4 h. Eles observaram que 93,9% das células foram
marcadas por citometria de fluxo, a qual foi corroborada pela observacao das células
por microscopia de fluorescéncia.

No desenvolvimento de gliconanoparticulas baseadas em PQs e glicose, em
geral os PQs sintetizados por via hidrofébica vém sendo mais aplicados, porém
possuem sintese laboriosa e necessitam de troca de ligantes para transformar as NPs
em hidrofilicas, o que pode também levar a perdas de fluorescéncia consideraveis
(PEREIRA et al., 2019).

Assim, até o momento, existem poucos estudos utilizando PQs conjugados a
analogos de (glicose, especialmente com foco no estudo celular, na
internalizacao/captacdo e nas vias de acesso ao ambiente intracelular (BENITO-
ALIFONSO et al., 2014; RANJBAR-NAVAZI et al., 2019). Dessa forma, é importante
que novos estudos sejam desenvolvidos, utilizando diferentes analogos de glicose,
uma vez que a captacdo desses carboidratos pode depender do tipo de analogo
utilizado (BARRON et al., 2016; HAMILTON et al., 2021). Além disso, € relevante que
tais nanossistemas sejam estudados frente a diferentes linhagens de cancer, com
diferentes graus de malignidade, j& que o perfil de captacdo pode variar de acordo
com a linhagem utilizada (BARRON et al., 2016), e que sejam também investigados
em modelos mais complexos como os esferoides, a fim de complementar os

resultados com monocamadas celulares.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacao estao apresentados na forma de artigo a ser
submetido para publicacéo.

4.1 ARTIGO EM PREPARACAO

Pontos Quéanticos Funcionalizados com 1-Tiol-B-D-glicose como Novas
Gliconanossondas Fluorescentes — Aplicacdes em Monocamadas e Esferoides

de Células de Cancer

Resumo: O metabolismo energético diferenciado das células de cancer vem
estimulando o desenvolvimento de novas gliconanossondas que possam ser
aplicadas para melhor compreender a complexa interacdo biolégica envolvida na
captacdo de analogos de glicose, em nivel celular, nessa doenca. Neste trabalho,
exploramos as singulares propriedades épticas dos pontos quanticos (PQs) e sua
funcionalizacdo a um analogo de glicose, a 1-Tiol-B-D-glicose (GT), explorando a
afinidade do grupo tiol pela superficie semicondutora dessas nanoparticulas, para
desenvolver um novo conjugado (PQs-GT). A efetividade da conjugacdo foi
confirmada por espectroscopia de correlacéo por fluorescéncia (FCS) e marcacao de
leveduras de Candida albicans revestidas com concanavalina A, explorando a
afinidade lectina-carboidrato. Ademais, esferoides de células HelLa foram preparados
pelo método da gota suspensa, sendo testadas variacbes na densidade de
células/mL, volume da gota e tempo de crescimento. Esses modelos biolégicos vém
ganhando destaque por melhor mimetizar o microambiente tumoral. Os esferoides
foram monitorados por microscopia Optica, e aquele obtido a partir de 20.000
células/mL, 30 pyL e 48 h de formacao foi escolhido para o estudo, por apresentar
morfologia caracteristica e melhor reprodutibilidade na formacéo. A interacéo biologica
das gliconanossondas foi entdo estudada com esferoides e monocamadas. A
microscopia de fluorescéncia mostrou uma captacgéo efetiva do conjugado PQs-GT,
evidenciando uma marcacéo pelo citoplasma celular, com presenca de pequenas
vesiculas, tanto nos esferoides como na monocamada, com apenas 30 min de

incubacédo. O ensaio por citometria de fluxo revelou que ca. 38% das células Hela,
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cultivadas em monocamada, foram marcadas, indicando uma captacao promissora
para o curto periodo de incubacé&o. Portanto, uma nova gliconanossonda fluorescente
foi desenvolvida, por um método de conjugacao pratico e direto, a qual apresentou
potencial de aplicacdo em estudos associados a biologia do cancer, tanto em modelos
bioldgicos mais simples quanto em complexos, como os esferoides.

Palavras-chave: Cultivo 3D. Fluorescéncia. Células HeLa. Nanoparticulas.

Introducéo

A glicose € uma molécula de particular interesse no contexto do cancer. Otto
Warburg observou que as células de cancer podem fazer uso preferencial da glicélise
para produzir energia, mesmo na normoxia (efeito Warburg), contrastando com o que
ocorre nas células saudaveis. Assim, as células de cancer podem passar a apresentar
uma maior captacdo da glicose para suprir a demanda metabdlica [1,2]. O efeito
Warburg, inclusive, vem sendo explorado na tomografia por emissdo de pdsitron
(PET), que combina o analogo de glicose, a 2-deoxi-D-glicose, com 8F radioativo (*8F-
FDG). Esse radiofarmaco, em geral, € absorvido majoritariamente pelos tecidos
tumorais, em relacdo aos saudaveis, e sua utilizacdo no PET favorece o diagndstico,
estadiamento e monitoramento da terapia tumoral [3,4]. Além disso, para suprir essa
maior demanda das células de cancer por glicose, pode ocorrer ndo sé um aumento
na quantidade como também no tipo de transportadores de glicose expressos
(GLUTSs) [5]. Assim, nota-se que o desenvolvimento de ferramentas que ajudem a
melhor compreender a relacdo da glicose com o cancer pode colaborar para avangos
na terapéutica e diagnéstico dessa doenca.

Nesse contexto, as vantajosas propriedades fisico-quimicas dos pontos
qguanticos (PQs) — incluindo alto brilho, fotoestabilidade e superficie ativa para
conjugacdo — podem ser exploradas na construcdo de gliconanossondas aptas a
favorecer uma compreensao mais profunda e complementa dessa complexa interacéo
do cancer com a glicose, em nivel celular [6,7]. De fato, alguns estudos vém propondo
o desenvolvimento de nanossistemas baseados em PQs e o analogo D-glicosamina,
preparados através de conjugacdo via carbodiimida, e aplicando-os em diferentes
investigagdes relacionadas a biologia do cancer [8,9,10]. H& ainda, no entanto, muito
0 que se compreender sobre a captacdo da glicose pelas células de cancer. A
internalizacao desse carboidrato pode, por exemplo, também ser influenciada pelo tipo

de analogo bem como pela linhagem tumoral [5,11,12].
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Atualmente, a cultura bidimensional de células € o modelo mais utilizado para
0 estudo da biologia celular e da terapéutica do cancer [13]. No entanto, devido a
complexidade dos tumores, novos modelos biolégicos in vitro, que melhor retratem a
arquitetura do tecido tumoral in vivo, vém sendo propostos [13,14]. Foi esse contexto
que levou ao desenvolvimento dos chamados esferoides. Essas microestruturas
tridimensionais vém apresentando potencial para o estudo de interacdo biolégica com
nanoparticulas (NPs) por melhor mimetizar o ambiente tumoral e vém sendo utilizadas
em varias aplicagdes, tais como envolvendo ensaios de toxicidade, expressao génica,
bem como biologia celular do cancer [15, 16].

Nesse ambito, neste presente trabalho, explorando a afinidade do grupo tiol do
analogo 1-Tiol-B-D-glicose pela superficie semicondutora dos PQs, propomos o
desenvolvimento de uma nova gliconanossonda, que foi preparada através de um
meétodo de conjugacédo pratico e direto. Até onde sabemos este é o primeiro estudo
ao associar esse analogo aos PQs. A efetividade da conjugacdo foi confirmada
utilizando espectroscopia de correlagédo de fluorescéncia (do inglés, fluorescence
correlation spectroscopy — FCS), bem como um ensaio de interagdo com leveduras
de Candida albicans revestidas com concanavalina A (Con A), que se baseou na
afinidade da glicose pela lectina, por citometria de fluxo. Em seguida, a interacdo do
conjugado PQs-GT foi estudada tanto em monocamadas como esferoides que foram
desenvolvidos, e tiveram sua formacdo estudada, a partir da linhagem de
adenocarcinoma cervical (HeLa).

Acreditamos que essas novas gliconanossondas fluorescentes baseadas em
PQs e 1-Tiol-B-D-glicose, apresentam potencial para serem aplicadas na
compreensao do complexo mecanismo de captacdo de analogos de glicose, em
modelos 2D e 3D de cultivo celular, trazendo subsidios para o desenvolvimento de

métodos terapéuticos e de diagnostico mais aprimorados.

Procedimentos Experimentais
Cultivo Celular em Monocamada

As células Hela de linhagem imortalizada (American Type Culture Collection —
ATCC) foram cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium -
Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS - Gibco), 1% de
estreptomicina e penicilina (Gibco) a 37 °C em atmosfera umidificada com 5% de COg,

até atingir 80 — 90% de confluéncia.
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Preparacédo dos Esferoides

A preparacao dos esferoides foi baseada no método da gota suspensa e partiu
do cultivo celular em monocamada. As células Hela, a partir da terceira passagem
apos descongelamento, foram tripsinizadas e preparou-se suspensdes com
densidade de células/mL conhecida. As suspensdes foram gotejadas na tampa de
uma placa de Petri de acrilico (90 x 15 mm) para formacé&o de esferoides, assim como
ilustra a Figura 1A, enquanto na base da placa foi adicionado tampéao fosfato salino
1x (PBS) para que as gotas ndo desidratassem, com base na adaptacdo do método
de [17].

A placa de Petri de acrilico foi incubada a 37 °C em atmosfera umidificada com
5% de CO: para que fossem formados os esferoides, nos quais as células se
encontram em contato direto umas com as outras e com 0S componentes da matriz
extracelular. Para o desenvolvimento dos esferoides testou-se pelo menos duas
tentativas de cada variacdo, relacionadas a: (i) densidade de células (5.000, 7.500,
10.000 e 20.000 células/mL), (ii) volume da gota (10, 20, 30, 40 e 50 pL) e (iii) tempo
de crescimento (24 a 96 h), como ilustra na Figura 1B.

A. Método da gota suspensa
- .

Gota Esferoide
suspensa celular
> S
> » > > Agregado
) de
S células
Formacdo da gota PBS
B. Variagdes do método da gota suspensa
1. Densidade de células 2. Volume da gota 3. Tempo de incubagao
(1 a 4 dias)
» » »—— 10 UL 4 >
5.000, 7.500, fol W e \ T 20 pL 2‘4'h RS
10.000, > D D >+30pL o5 B & s h
20.000 cél/mL > D D>—+-+40pL - -
) D4 .50l @
- 72h

Figura 1 — (A) Representacdo das etapas envolvidas na preparacdo dos esferoides pelo método da
gota suspensa. (B) Representacdo das variagdes do método da gota suspensa utilizadas neste estudo.

A abreviagéo (cél/mL) corresponde a células/mL, PBS é tampao fosfato salino 1x.
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Monitoramento dos Esferoides

Inicialmente a morfologia dos esferoides foi avaliada utilizando um microscépio
invertido (Micros, modelo Sundew), na objetiva de 40x. Para essa avaliagdo, o PBS
foi retirado da placa, esta foi invertida e as gotas dos esferoides foram observadas
diretamente no microscopio. Os esferoides que apresentaram uma morfologia esférica
e sem falhas seguiram para monitoramento de reprodutibilidade e crescimento.

O monitoramento da reprodutibilidade da formacéo dos esferoides foi realizado
simultaneamente a analise da morfologia, observando-se quantos esferoides eram
formados em relacédo ao total de gotas cultivadas na placa.

O monitoramento do crescimento dos esferoides foi realizado utilizando um
microscopio invertido acoplado com fluorescéncia (Leica, modelo DMI 4000B), na
objetiva de 20x. Para essa andlise foi usada uma pipeta para capturar os esferoides
da placa de Petri e esses foram transferidos para uma placa individual de po¢o Unico
para microscopia invertida (SPL). Antes da analise, cada esferoide foi lavado 5 vezes
com uma solucdo de PBS para retirar o meio de cultivo e quaisquer residuos de
células que ndo tenham se agregado ao esferoide. O tamanho médio dos esferoides

foi estimando a partir de medidas de suas extremidades horizontal e vertical.

Sintese e Caracterizagcdo Optica dos Pontos Quanticos

A sintese dos nanocristais de CdTe foi adaptada da metodologia descrita
anteriormente por Cabral Filho et al., 2016 [18]. A preparacéo foi realizada em duas
etapas. Na primeira, preparou-se uma solugcéo aquosa a partir do precursor CdClI2 (0,5
mmol) e do agente funcionalizante/estabilizante da reacdo, o acido mercaptosuccinico
(AMS, 0,6 mmol), em agua ultrapura e pH > 10, elevado com NaOH (2 M). Na
segunda, o tellrio (Te®, 0,1 mmol) foi reduzido a ions Te? usando borohidreto de sédio
(NaBHa4, 3 mmol) como o agente redutor, em pH elevado ajustado com NaOH (2 M),
em uma atmosfera inerte saturada com nitrogénio a uma temperatura de
aproximadamente 90 °C. Em seguida, a solugcdo de Te? foi adicionada ao sistema
Cd**/AMS e a reacdo prosseguiu sob agitacdo e aguecimento a 90 °C por
aproximadamente 5 h. A razdo molar foi de 5:1:6 (Cd:Te:AMS, respectivamente). Os

reagentes utilizados na sintese foram adquiridos da Sigma-Aldrich.
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Apos a sintese, os PQs foram caracterizados opticamente por espectroscopia
de absorcdo (UV-Vis 1800 - Shimadzu) e emissdo (LS55 - Perkin Elmer,
Aexc = 405 nm).

Conjugacéao dos PQs com a Glicose Tiolada

Um analogo de glicose, a 1-Tiol-B-D-glicose (GT - Sigma-Aldrich — T6375), foi
escolhido para realizar a conjugagao com os PQs explorando-se a afinidade do grupo
tiol dessa molécula pela superficie semicondutora das NPs, por meio de interacdes
dativas [19]. Para isso, 200 uL de PQs (8,8 uM) tiveram seu pH ajustado para 5,5 pela
adicdo de AMS (4,9% m/v). Em seguida, foi adicionada uma solucéo de 541,8 uL de
GT (4 mg/mL) diluida em tampé&o citrato (pH 5,6), na proporcéo de 1:5000 (PQs:GT).
Esse tampao foi utilizado para manter o pH do conjugado mais préximo do fisiolégico
na aplicacdo bioldgica, pois a solu¢cdo de GT tem pH ca. 9,0, quando preparada em
adgua. Apols essas etapas, os conjugados PQs-GT permaneceram armazenados a 4
°C até o uso (ap6s pelo menos 7 dias). Os nanossistemas foram caracterizados
opticamente por espectroscopias de absor¢cédo e emissao, seguindo os procedimentos
descritos na se¢ao 2.4. Antes dos ensaios bioldgicos com Candida albicans e com as
células Hela, os conjugados PQs-GT foram purificados utilizando 3 ciclos de
centrifugacdo a 775 xg por 3 min (MiniSpin, Eppendorf), utilizando tubo de
ultrafiltracdo de 10 kDa (GE Healthcare), e ressuspensos em agua ultrapura para a
mesma concentracao inicial. A purificacdo teve como obijetivo retirar qualquer excesso

de reagentes associados a sintese ou conjugacao.

Avaliacao da Conjugacao

O sucesso na aplicacado dos conjugados baseados em PQs exige etapas de
avaliacdo da conjugacdo para a garantia da confiabilidade na obtencdo de
informacgdes. Portanto, foram realizadas andlises para confirmar a conjugacao dos
PQs-GT, utilizando espectroscopia de correlacdo por fluorescéncia (do inglés,
Fluorescence Correlation Spectroscopy — FCS) e ensaio de interacdo biologica
explorando a afinidade da lectina Con A pela glicose e por carboidratos da superficie
de leveduras de Candida albicans [10] antes de partir para os estudos com

monocamadas e esferoides de células de cancer.
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Espectroscopia de Correlacdo por Fluorescéncia

A analise de FCS para os PQs e conjugados foi realizada em um microscopio
confocal (LSM 780 - Carl Zeiss) usando uma objetiva de imersdo em agua 40x (NA =
1,0) [19,20]. A partir de pelo menos 10 curvas de correlacdo, obtidas por excitagdo em
514 nm, os tempos de difusdo (tp) para cada amostra foram determinados e, em

seguida, o raio hidrodinamico (R) foi calculado pela equacao a seguir:

_ 4 kBT‘L'D

Eqg. 1

6w
onde kg € a constante de Boltzmann, T é a temperatura das amostras (T = 303 K), 7o € 0
tempo de difusao, n é a viscosidade da agua (n = 7,98 x 10™* Pa-s) e wx € o raio lateral
do volume focal (300 nm). O FCS permite a avaliacdo da conjugacao por determinagao
de R e de 7p, uma vez que se espera que 0s valores tp € R dos conjugados sejam maiores
do que os dos PQs sozinhos [20, 21]. As analises de FCS foram expressas como média

* erro padrao.

Interacdo do Conjugado com Leveduras de Candida albicans

Para o ensaio envolvendo C. albicans, fizemos uma adaptacédo de metodologia
proposta por Pereira et al. 2021 [10], na qual as leveduras foram utilizadas como
suporte biolégico para avaliar a eficiéncia e especificidade do conjugado. Para tanto,
as leveduras de C. albicans (American Type Culture Collection, ATCC 10231) foram
semeadas em meio liquido Sabouraud Dextrose (NCM0147A - Neogen) por 24 h e em
seguida uma suspensao de 1 mL de células foi lavada com 1 mL de solucédo salina
(NaCl a 0,9%) a 775 xg (MiniSpin — Eppendorf) por 2 min. O precipitado foi entdo
ressuspenso em 1,0 mL de solucdo salina e a densidade 6ptica da suspenséao foi
ajustada para aproximadamente 0,7 a 540 nm (Biotek pQuant MQX200).

Em seguida, a suspenséo celular (1,0 mL) foi incubada com 2,8 mg/mL de Con
A, uma lectina extraida de Canavalia ensiformis que tem conhecida afinidade por a-
D-manose/glicose, por 30 min sob agitacdo orbital (BioSan - Bio RS-24). A parede
celular da C. albicans é rica em residuos de glicose e manose que possibilitam a
interacdo com a Con A. Cada monO6mero dessa lectina possui 1 sitio de
reconhecimento de carboidratos (DRC) e, em geral, quando em pH fica préximo a 7,0,
a Con A assume uma estrutura tetramérica, ja entre pHs 5,0 — 7,0 apresenta-se como
dimeros e tetrameros [22,23]. Assim, nas condi¢cdes experimentais analisadas neste

trabalho, a Con A apresentard no minimo dois DRCs, podendo interagir por um deles
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com a superficie da C. albicans e ainda possuir outro para interagcdo com o conjugado
de PQs-GT [24].

Ap6s o periodo de incubacgdo, o sistema C. albicans/Con A foi lavado e
ressuspenso em 1 mL de solucdo salina. Depois, 0os PQs-GT — diluidos previamente
em solucao salina 5% — foram incubados com a suspenséao de C. albicans/Con A, na
proporcao de 1:1 v/iv (PQs-GT:C. albicans/ConA) por 15 min, em agitador orbital
(BioSan - Bio RS-24), conforme ilustra a Figura 2A.

Adicionalmente, para avaliar a especificidade da interacdo entre C.
albicans/ConA e os conjugados PQs-GT, foi realizada uma inibicdo dos sitios da
lectina com metil-a-D-manopiranosideo (Sigma-Aldrich), conforme ilustrado na Figura
2B. Para isso, 500 pL da suspenséo de C. albicans/ConA foi incubada com metil-a-D-
manopiranosideo, na concentracdo final de aproximadamente 0,4 mM desse
carboidrato, durante 60 min a temperatura ambiente (TA, ~25 °C), em agitacao orbital
(BioSan - Bio RS-24). Em seguida, o sistema C. albicans/Con A/manopiranosideo foi
centrifugado (775 xg, 2 min) e ressuspenso em 1,0 mL de solugéo salina e incubado
com os conjugados PQs-GT, seguindo o mesmo procedimento e propor¢des utilizadas
sem inibicdo. Em seguida, os sistemas C. albicans/Con A/PQs-GT (teste) e C.
albicans/Con A/manopiranosideo/PQs-GT (inibido) foram centrifugados (775 xg, 60
s), ressuspensos em 200 pL de solucédo salina e analisados em um citémetro de fluxo
BD Accuri C6 (Becton Dickinson) com excitagdo em 488 nm e a emisséo foi coletada
utilizando o filtro bandpass (FL4 - 675/25 nm). Os ensaios foram realizados pelo
menos em duplicata, o sistema C. albicans/ConA foi considerado como controle para
delimitacdo da autofluorescéncia (células ndo marcadas pelo conjugado PQs-GT), e
foram coletados 20.000 eventos (no gate) para cada sistema, sendo expressos como

média + erro padrao.
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Figura 2 — Esquema ilustrativo das etapas envolvidas no ensaio de interacdo do conjugado PQs-GT
com C. albicans. (A) Incubacdo da C. albicans com Con A e em seguida com o conjugado. (B)
Incubacao do sistema C. albicans/ConA com metil-a-D-manopiranosideo (Manop.) para inibicdo dos
sitios da Con A e em seguida com o conjugado. Con A = concanavalina A, PQs: pontos quénticos e
GT: glicose tiolada. Adaptada de Pereira (2021).

Interacdo do Conjugado com Monocamadas e Esferoides de Células de Cancer

Os PQs-GT foram incubados com as células HelLa cultivadas em monocamada
e em forma de esferoide para estudar o perfil de interagdo com os conjugados PQs-
GT nesses dois modelos biologicos.

Para a analise da monocamada por microscopia de fluorescéncia, esperou-se
as células HelLa atingirem 80 - 90% de confluéncia, para entdo serem tripsinizadas
(Tripsina 0,25% - Gibco) e contadas em uma camara de Neubauer. Cerca de 50.000
células/poco foram semeadas em pocos de placas para microscopio invertido de 4
compartimentos (Greiner Bio-One — REF. 3516) e, em seguida permaneceram na
incubadora a 37 °C com 5% de CO:2 por 24 h para as células aderirem a placa. Apés
apresentarem alta confluéncia, foi realizada uma incubacéo prévia sob privacdo de
glicose por 30 min, e em seguida as células foram incubadas com o conjugado PQs-
GT na proporcéo 1:1 v:v (PQs-GT:PBS), por 30 min, também a 37 °C e 5% de CO:..

Para o estudo com esferoides, os mesmos foram coletados da placa de Petri e
transferidos para a placa de 4 compartimentos (Greiner Bio-One — REF. 3516), foram

lavados 4x para retirar o0 meio de cultura e qualquer resquicio de células que nao
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tenham sido aderidas ao esferoide. Posteriormente, foram incubados com os
conjugados PQs-GT. Para os esferoides, também foi feita uma incubacéo prévia com
privagédo de glicose por 30 min, e logo depois foi adicionado o conjugado. Para os
esferoides foi usada uma proporcao de 1:50 v:v (PQs-GT:PBS), por 30 min a 37 °C,
5% de COo.. Foi utilizado inicialmente um volume menor de conjugado, pois o numero
inicial de células para formar o esferoide € menor do que a quantidade de células
plagueadas para monocamada.

Em ambos modelos biologicos, para 0s ensaios no microscopio de
fluorescéncia convencional, apds a incubacdo com os conjugados, os nucleos das
células foram contracorados com 300 pL o corante nuclear Hoescht (1.000 pg/mL) por
5 min a 37 °C. As células foram analisadas em microscépio de fluorescéncia (Leica,
DMI 4000B) usando os filtros bandpass de 560/40 nm (excitagdo) e 645/75 nm
(emissao). Foi também realizada microscopia de fluorescéncia confocal (Fluoview
FV1000, Olympus) dos esferoides incubados com o conjugado PQs-GT. As amostras
foram excitadas em 473 nm e a deteccdo foi tipo multiespectral na regido de
fluorescéncia do nanossistema (590 a 690 nm).

Para a avaliacdo da interacdo do sistema PQs-GT com monocamada por
citometria de fluxo, apés tripsinizacao cerca de 200.000 células foram semeadas em
pocos de placas de 24 pocos (Nest Biotechnology - MPCC24E), e apds 24 h, quando
atingiram 90% de confluéncia, foram incubadas segundo o mesmo protocolo descrito
acima para microscopia.

As células foram analisadas no citdmetro de fluxo com excitacdo em 488 nm e
a emissao foi coletada utilizando o filtro bandpass (FL4 - 675/25 nm). Os ensaios foram
realizados pelo menos em duplicata, o sistema apenas com células HelLa foi
considerado como controle para delimitacdo da autofluorescéncia (células nao
incubadas com o conjugado PQs-GT), e foram coletados 20.000 eventos (no gate)

para cada sistema, sendo apresentados como média * erro padrao.

Resultados e Discusséo
Preparacéo dos Esferoides

Para que sejam formados esferoides, as células devem agregar-se umas as
outras e compactar-se formando uma estrutura 3D Unica, com forma esferoidal, assim

como € nomeado esse modelo bioldgico. Neste caso, € necessario impedir que haja
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aderéncia das células a placa, para isso, 0 método da gota suspensa [17, 25] foi
utilizado nesse trabalho.

O método da gota suspensa foi escolhido dentre os demais, por apresentar um
consumo reduzido de reagentes, baixo custo e um controle satisfatorio da formacao a
partir da densidade de células ofertada, volume da gota e dias de incubacéao [17].

A metodologia de analise direta da placa de Petri no microscoépio invertido se
mostrou simples e eficaz, possibilitando a observacdo das gotas cultivadas sem
causar nenhuma interferéncia mecanica nos esferoides. De acordo com o estudo de
Foty et al. [17], com 24 h de incubacao ja € possivel ter um indicativo se as condicdes
escolhidas vao favorecer ou ndo a formacédo dos esferoides. Assim, com esse tempo
de incubacéo ja foi possivel eliminar algumas variaces testadas.

De acordo com os resultados, a formacao de esferoides a partir das gotas de
10 e 20 pL apresentou baixa reprodutibilidade (cerca de 16 e 34%, respectivamente),
para as densidades de células testadas. Acreditamos que esse fato foi devido a pouca
oferta de meio de cultura, que foi insuficiente para que essas gotas ficassem
satisfatoriamente suspensas, dificultando a agregacéo das células. Nos casos em que
os esferoides foram formados, a morfologia ndo foi tipica esferoidal, assim como
desejavel. Para a gota de 40 uL também houve baixa reprodutibilidade (em torno de
5%), a qual pode ter acontecido por as gotas possuirem liquido demais, né&o
favorecendo o contato entre as células para se agregarem e formar o esferoide. Na
gota de 50 uL, observou-se uma situacdo ainda mais critica, na qual houve até mesmo
dificuldade ao inverter a gota na placa, pois devido a menor tensao superficial, a gota
se espalhou, ndo favorecendo a agregacao das células e, portanto, a formacédo do
esferoide.

Acreditamos que o volume intermediario da gota, de 30 yL, apresentou uma
boa relacdo entre a quantidade de meio de cultura e nimero de células, favorecendo
a agregacao celular para a formacédo do esferoide. Observou-se que houve formacéo
de esferoides nas gotas de 30 uL a partir de todas as densidades celulares testadas
(Figura 3), com reprodutibilidade satisfatéria (cerca de 50%). As densidades de células
de 5.000, 7.500, 10.000 e 20.000 células/mL também podem ser expressas em 150,
225, 300, e 600 células/gota respectivamente, para uma analise comparativa com a

literatura.
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Esse resultado corrobora com Zhao et al. 2019 [26] que também formaram
esferoides compactos a partir da gota de 30 L, de distintas linhagens de células de
cancer (adenocarcinoma de mama MCF-7, MDA-MB-231 e fibrossarcoma HT1080) e
com densidades celulares diferentes (250 a 6.000 células por gota).

Figura 3 — Imagens representativas de microscopia Optica relativas a formacéo de esferoides para gota
de 30 pL e 24 h de formagdo: (A) 5.000 células/mL (tamanho médio 220 ym); (B), 7.500 células/mL
(tamanho médio 230 pm); (C) 10.000 células/mL (tamanho médio 240 um) e (D) 20.000 células/mL

(tamanho médio 330 pum). Barra de escala: 100 um.

Dentre as variacdes provenientes da gota de 30 pL, a que apresentou maior
taxa de reprodutibilidade (ca. 83%), foi a proveniente da densidade de células de
20.000 células/mL. A Figura 4 ilustra esferoides formados utilizando gota de 30 pL e
20.000 células/mL, no decorrer das 96 h de cultivo. A partir dessa variacdo foram
formadas microestruturas compactas esferoidais de tamanho satisfatorio (entre 150 —
450 pym) de acordo com a literatura [37], ja com 48 h incubacéo, por isso essa variagdo

foi escolhida para dar seguimento com 0s experimentos.
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Figura 4 — (A) Imagens representativas de microscopia Optica relativas a formacéo de esferoides
provenientes da gota de 30 uyL com densidade celular de 20.000 células/mL, ao longo das 96 h de
cultivo. Barra de escala: 100 pm. (B) Tamanho médio do esferoide proveniente da gota de 30 pL, com

densidade de células de 20.000 células/mL, no decorrer do tempo de incubacao de 96 h.
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Foi observado que apds 24 h de incubacéo o esferoide apresentou um tamanho
médio maior que para 48 h (Figura 4B), apresentando-se um pouco frouxo. A
diminuicdo do tamanho do esferoide para 48 h deve-se ao fato de que ocorreu o
processo de compactacdo das células. Apds esse tempo, o esferoide tendeu a
aumentar proporcionalmente de tamanho, para 72 e 96 h.

Esse perfil estd de acordo com Ware et al. [27] que prepararam esferoides de
células de cancer pancreatico humano (Panc-1) utilizando o método da gota
suspensa, e mostrou que os esferoides apresentaram um tamanho maior nas
primeiras 24 h de cultivo, apresentando-se frouxos, e tiveram uma diminuicdo de
tamanho nos tempos de 48 h e 72 h devido ao processo de compactacao, e a partir
disso observaram um aumento de tamanho até 96 h, e ocorrendo depois uma
estabilizagao.

Caracterizacdo Optica dos PQs e Conjugados PQs-GT

De acordo com as caracterizacbes Opticas, a suspensao aquosa de PQs
apresentou um primeiro maximo de absor¢cdo em 620 nm (Figura 5A — linha tracejada).
A partir do maximo de absorc¢éao foi estimado um didmetro médio de aproximadamente
3,9 nm para essas NPs. Além disso, a partir do valor do primeiro maximo da absorcéo
e do coeficiente de extingdo molar, estimou-se uma concentracdo média de
aproximadamente 8,8 uM para a suspensdo de PQs [28, 29, 30]. Os PQs
apresentaram uma emissdo maxima a 650 nm e uma largura total a meia méaxima
(FWHM) de cerca de 65 nm (Figura 5A — linha sdlida).

ApoOs a conjugacao com a GT, ndo foram observadas diferencas significativas
no espectro de absorcdo. Em relacdo ao espectro de emisséo (Figura 5B — linha
tracejada), os conjugados apresentaram um maximo de emissao de fluorescéncia
praticamente no mesmo comprimento de onda dos PQs, sem alteragdo no FWHM.
Houve uma diminuicdo na intensidade da emissdo de fluorescéncia para PQs-GT,
mas esses nanossistemas continuaram ainda bastante fluorescentes, como ilustra o
inset da Figura 5B. Esse perfil ja foi também observado em conjugacdes envolvendo
PQs de CdTe estabilizados com AMS e outras moléculas [6, 18].
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Figura 5 — Caracterizacéo Optica dos PQs e PQs-GT. (A) Espectros de absor¢édo (linha tracejada) e de
emissdo (linha sdlida) dos PQs. (B) Espectros de emissdo dos PQs (linha sélida, insercdo I) e

conjugados PQs-GT (linha tracejada, insergao Il), Aexc = 405 nm.

Avaliacao da Conjugacao
Andlise por Espectroscopia de Correlacéo por Fluorescéncia (FCS)

A partir da média de 10 curvas de correlacéo por fluorescéncia, o tempo de
difuséo (7o) médio adquirido para os PQs foi em torno de 148 ps, ja para o conjugado
PQs-GT, foi cerca de 571 ps (Tabela 1). A partir de 7p e da Eq. 1, didametros
hidrodindmicos de 3,7 e 14,1 nm foram obtidos, respectivamente, para PQs e PQs-
GT. Conforme observado, a técnica FCS permitiu distinguir os nanossistemas, ainda
que a conjugacao tenha sido realizada com pequenas moléculas por ser uma técnica
de alta sensibilidade [19, 20, 31]. O tamanho dos PQs encontrado pelo FCS esta bem
préximo do valor estimado a partir do espectro de absorcao (d = 3,9 nm). Assim, 0S
dados do FCS indicam que a glicose tiolada foi conjugada na superficie dos PQs.

Assim como no presente estudo, a técnica de FCS ja se mostrou efetiva para
avaliar conjugacdes envolvendo PQs de CdTe estabilizados com AMS e outras
pequenas moléculas [19, 21,10]. Monteiro et al. [19], por exemplo, confirmaram a
conjugacéao desses PQs com o acido 3-mercaptofenilborénico usando FCS, enquanto
Pereira et al. [10] também usaram essa técnica para sondar modificagbes na

superficie desses PQs ap0ds associacdo com a D-glicosamina.
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Tabela 1 — Tempos de difusdo e diametros expressos como média + erro padrdo obtidos por
espectroscopia de correlacdo por fluorescéncia para os PQs e conjugados de PQs com glicose tiolada
(PQs-GT).

Amostra  Tempo de difusé@o (us) Diémetro hidrodindmico (nm)
PQs 148 £ 14 3,704
PQs-GT 571 + 86 141+21

Avaliacao da Conjugacao com Leveduras de Candida albicans

A metodologia de avaliacdo da conjugacédo dos PQs a glicose tiolada por meio
da interacdo da Con A (lectina ligada a superficie de C. albicans) com os conjugados,
utilizando citometria de fluxo, se apresentou como uma ferramenta quantitativa e
pratica.

Os conjugados PQs-GT marcaram cerca de 98,9 + 0,3% das leveduras (C.
albicans/Con A), conforme apresentado na Figura 6B (controle na Figura 6A). Essa
marcacao se deu, devido a existéncia de residuos de carboidratos na superficie da C.
albicans com os quais a Con A apresenta afinidade, a qual também permite interacao
com o conjugado via glicose [29].

Apos a inibicédo prévia dos sitios da Con A com metil-a-D-manopiranosideo no
sistema C. albicans/Con A, com posterior adicdo dos conjugados PQs-GT (C.
albicans/ConA/Manop. — Figura 6C), foi observada uma reducdo da marcacao das
leveduras para 20,9 * 8,1%. Essa reducéo observada pela citometria de fluxo reflete
gue o metil-a-D-manopiranosideo interagiu com os DRCs da Con A, fazendo com que
houvesse diminuicdo dos sitios dessa lectina disponiveis para o conjugado se ligar.
Esses dados contribuem para comprovar que houve conjugacao dos PQs a glicose
tiolada, corroborando o FCS. Dessa forma, as avaliagdes da conjugacao indicam que
foram aqui desenvolvidos conjugados baseados em PQs e GT promissores para
aplicacdo em estudos sobre a biologia do cancer. Além disso, as nanossondas
mantiveram-se funcionais por pelo menos cerca de 40 dias, conforme avaliado pelo

ensaio com leveduras de C. albicans.
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Figura 6 — Histogramas representativos de (A) Candida albicans revestida com a lectina Con A (C.
albicans/Con A, controle), (B) C. albicans/Con A incubada com PQs-GT e (C) C. albicans/Con A

previamente inibida com metil-a-D-manopiranosideo e incubada com PQs-GT.

Interacdo do Conjugado com Monocamadas e Esferoides de Células de Cancer

De acordo com a analise de microscopia de fluorescéncia, as células HelLa
cultivadas em monocamadas foram marcadas intracelularmente pelos conjugados
PQs-GT (Figura 7A, fluorescentes no vermelho). O nucleo das células é mostrado em
azul, marcado pelo corante fluorescente Hoechst (Figura 7A). O uso do marcador
nuclear foi interessante para ajudar a inferir sobre a localizagdo dos PQs-GT no interior
celular. O resultado indica que uma incubacao de 30 min ja foi suficiente para ocorrer
a captacdo do conjugado PQs-GT pelas células HeLa. Pontos vesiculares, pelo
citoplasma e proximos ao ndcleo, foram observados.

Ao analisar as células HelLa cultivadas em monocamada por citometria de fluxo,
uma marcacdo em torno de 37,8% =+ 7,4 foi obtida, ap6s apenas 30 min de incubacao,
como ilustra a Figura 7C (controle na Figura 7B), um tempo menor do que o
encontrado na literatura, de 60 min a 4 h, para outras gliconanossondas baseadas em
PQs [8,10].



55

Controle Teste

80

Contagem
Contagem

Figura 7 — Do lado esquerdo, marcagédo por microscopia de fluorescéncia de células HeLa. Em (A) séo
observados padrdes de marcagdes fluorescentes vesiculares em vermelho dos conjugados PQs-GT. A
fluorescéncia em azul indica os nucleos marcados pelo corante Hoechst. Barra de escala: 50 um. Do
lado direito, histogramas representativos de citometria de fluxo de células HeLa. Em: (B) apenas células

Hela (controle) e (C) células HeLa marcadas por PQs-GT.

Devido ao esferoide ser um modelo tridimensional (3D), na microscopia de
fluorescéncia convencional, que néo faz se¢des 6pticas, foram adquiridas imagens da
microestrutura como um todo, utilizando o foco do microscopio em diferentes posicoes
para melhor observar o perfil de marcacdo com o conjugado (Figuras 8A e 8B). Nessa
analise, a marcacdo dos nucleos pelo corante Hoechst também ajudou a estudar a
interacdo com o nanossistema. Assim, na Figura 8A se observa um perfil de marcacao
do esferoide bem delimitado na sua regiao central, enquanto na Figura 8B se visualiza
um perfil de marcacdo bem delimitado na borda da microestrutura.

Nas Figuras 8C e 8D pode-se visualizar imagens adquiridas por microscopia
confocal, que faz secbes Opticas nos canais de aquisicdo de fluorescéncia. Na
imagem de contraste de fase é possivel observar células em outros planos focais,
devido ao aspecto tridimensional do esferoide, com dimensdes na faixa de 300 um.
Nota-se que a morfologia das células tem um aspecto arredondado no esferoide,
diferente da monocamada. A analise por microscopia confocal foi utilizada para
observar a marcacao pelo conjugado, buscando mais detalhes em nivel celular, por
iSSo aqui evitou-se ter interferéncias provenientes de marcag¢des do nucleo. Pela
Figura 8C, visualiza-se que ha também marcacao no citoplasma celular com alguns
pontos vesiculares. Assim, pela analise do esferoide por meio da microscopia de
fluorescéncia se conclui que ocorreu uma marcacao efetiva dessa microestrutura pelo

conjugado em 30 min de incubacao.
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Figura 8 — Marcagcdo do esferoide de HelLa pelos conjugados PQs-GT (em vermelho). Na parte
superior, marcacao por microscopia de fluorescéncia. Em: (A) marcacdo bem delimitada na regido
central do esferoide e (B) marca¢éo bem delimitada na borda do esferoide. A fluorescéncia em azul do
nucleo das células indica marcacgéo pelo corante Hoechst. Barra de escala: 100 um. Na parte inferior,
marcacao por microscopia fluorescéncia confocal. Em (C) superposi¢cdo de imagem por contraste de
fase e fluorescéncia e (D) Marcacdo de secdo optica fluorescente. Nas imagens de microscopia
confocal é possivel observar marcacdo no citoplasma com alguns pontos vesiculares. Barra de escala:
50 um.

A linhagem de células HeLa é um dos modelos mais bem consolidados na
literatura para estudos da biologia celular do cancer e vem sendo aplicada tanto como
monocamadas quanto esferoides [18,32]. Nesse contexto, diferentes conjugados
baseados em PQs, como o desenvolvido neste estudo, vém sendo aplicados em
investigacoes utilizando essa linhagem, e esses tém ajudado a elucidar a captacdo de
diferentes moléculas essenciais ao metabolismo do cancer, tais como a transferrina e
o acido fdlico [18,19,33].

Cabral Filho et al., conjugaram PQs a transferrina para estudar a expressao,
internalizacao e reciclagem de receptores dessa molécula em linhagens de células de
cancer, incluindo células HelLa cultivadas em monocamada [18]. Os autores
observaram pequenas vesiculas no citoplasma, apdés 60 min de incubacdo, assim

como observado para o conjugado de PQs-GT no presente estudo.
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Michalska et al., conjugaram PQs de CulnS2/ZnS ao peptideo RGD
internalizante (IRGD), a fim de estudar o perfil de penetracdo desse nanossistema em
monocamada e esferoides, e avaliar seu potencial como nanocarreador especifico
para células de cancer [34]. Nesse estudo, os esferoides de células HelLa, também
preparados pela técnica da gota suspensa, apresentaram marcacao no interior celular,
visualizando-se pequenas vesiculas, apos 60 min de incubacédo, seguindo padréo
semelhante & do nosso trabalho, apés 30 min de interacdo. Na monocamada, a
marcacao seguiu também o mesmo perfil.

Uma vez que compreender a captacao diferencial de analogos de glicose por
células de cancer se faz relevante na busca por métodos diagndésticos e terapéuticos
mais efetivos para essa doenca, diferentes autores vém propondo o desenvolvimento
e aplicacdo de gliconanossondas baseadas em PQs, a fim de explorar as vantajosas
propriedades épticas dessas nanoparticulas [8,9,10].

Ge et al. [10] prepararam conjugados constituidos por PQs de Ag:Se
(sintetizados por via hidrofobica) e D-glicosamina, por ligacdo covalente utilizando
carbodiimidas, e incubaram esses nanossistemas com células de cancer de mama
MCF-7 por 4 h. Cerca de 94% das células foram marcadas na citometria de fluxo e
um sinal fluorescente foi visualizado na regiéo citoplasméatica na microscopia. Pereira
et al. 2021, também prepararam conjugados de PQs com D-glicosamina, via
carbodiimidas. Os autores utilizaram PQs de CdTe preparados em meio aquoso,
assim como no presente trabalho, e incubaram os conjugados com células HelLa por
60 min, obtendo uma marcacao de ca. 97% [10]. Na microscopia, foram visualizadas
vesiculas no citoplasma e areas mais densamente marcadas proximas ao nucleo.

Um padrdo de captacdo semelhante ao desses conjugados também foi
observado na microscopia de fluorescéncia no presente trabalho, e cerca de 38% das
células foram marcadas na citometria de fluxo, utilizando, no entanto, apenas 30 min
de incubagé&o. Vale a pena mencionar que aqui foi também realizado um ensaio inicial
com células de cancer de mama MDA-MB-231, cultivada em monocamada, a fim de
prospectar sobre a captacdo de analogos de glicose por diferentes linhagens.
Interessantemente, uma marcacdo de aproximadamente 90,5% foi obtida com o
mesmo tempo de incubagéo, instigando novos estudos com o conjugado desenvolvido
considerando variacdes nos tempos de incubacgdes, analogos de glicose utilizados e

também nas linhagens celulares. Dessa maneira, acreditamos que a nova
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gliconanossonda baseada em PQs e GT desenvolvida nesse trabalho apresenta
potencial para ser aplicada em estudos associados a biologia do cancer.

Ha ainda poucos estudos reportados na literatura sobre a preparag¢do, bem
como aplicacdo, de conjugados baseados em PQs e analogos de glicose [8,9,10].
Com excecéo de Pereira et al. 2022, os trabalhos empregam PQs sintetizados por via
hidrofébica que precisam de procedimentos adicionais para torna-los hidrofilicos
permitindo sua aplicagdo biologica [8,10] Ademais, esses estudos, utilizaram
essencialmente a ligacao covalente por carbodiimidas entre PQs e D-glicosamina na
preparacao dos conjugados. Assim, até onde sabemos, o presente estudo é o primeiro
a empregar um analogo de glicose que contém grupos tiol, e a explorar a afinidade
direta desse grupo pela superficie semicondutora dos PQs, obtendo novas
gliconanossondas por um procedimento simples, rapido e direto.

Concluséo

Foram preparados esferoides a partir de células HeLa com morfologia
caracteristica pela técnica da gota suspensa, a qual se mostrou efetiva, simples e de
baixo custo. Ademais, assim como indicado pelas caracterizacfes da conjugacéo, a
GT foi associada com efetividade a superficie dos PQs, sendo obtidos nanossistemas
gue exibiram estabilidade coloidal, alta fluorescéncia e mantiveram-se funcionais por
pelo menos cerca de 40 dias. As analises por técnicas fluorescentes indicaram uma
captacdo promissora do conjugado pelas células HelLa cultivadas em monocamada e
também como esferoides, em apenas 30 min de incubacdo, sendo observada
fluorescéncia proveniente do interior celular com visualizacdo de vesiculas. Portanto,
nesse estudo, foram desenvolvidas novas gliconanossondas que se mostraram
potenciais ferramentas para serem aplicadas tanto em modelos biol6gicos mais
simples como em mais complexos, tais como os esferoides, visando estudos sobre a
captacdo de andlogos de glicose guiados por fluorescéncia, na busca de melhor

compreender processos relacionados a biologia celular do cancer.
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5 Concluséao

e Foram desenvolvidos esferoides a partir de células HelLa, pela técnica da gota
suspensa, com morfologia caracteristica e preparacao reprodutivel, utilizando
gota de 30 pL, 20.000 células/mL e 48 h de incubacao, os quais foram utilizados

no estudo com o conjugado PQs-GT.

e Foi preparada uma nova gliconanossonda baseada na afinidade do grupo tiol
da GT com a superficie semicondutora dos PQs e o conjugado exibiu

estabilidade coloidal e alta fluorescéncia.

e As avaliacfes de conjugacao realizadas por FCS e pela metodologia baseada
no recobrimento da C. albicans com Con A e na afinidade lectina-carboidrato
indicaram que houve uma conjugacao efetiva entre PQs e a GT e 0s

nanossistemas apresentaram especificidade.

e As células HelLa cultivadas em monocamada e os esferoides captaram de
forma efetiva o conjugado PQs-GT em 30 min de incubacao, apresentando-se

intensamente marcadas.

¢ Dessa maneira, a nova gliconanossonda desenvolvida nesse trabalho, mostrou
ser uma potencial ferramenta para ser aplicada em estudos de captacao de
analogos de glicose visando uma melhor compreensdo de mecanismos
associados a biologia celular do cancer, tanto em monocamadas celulares
como em modelos mais complexos, como os esferoides. Como perspectiva, é
relevante realizar mais estudos com técnicas fluorescentes complementares,

envolvendo também outras linhagens celulares.
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6 SUMULA CURRICULAR

Principais atividades cientificas e académicas realizadas durante o mestrado:

1.

Participacdo em Eventos:

Western Blotting Webinar, Ouvinte, 2020.

Principios e aplicagdes de citometria de fluxo, Ouvinte, 2020.

OSA Imaging and Applied Optics Congress, Ouvinte, 2020.

OSA 2020 FiO + LS Conference, Ouvinte, 2020.

[l Workshop Entre Luzes e Cristais, Apresentacao do trabalho intitulado de
Aplicacédo de Pontos Quanticos em estudos com esferoides tumorais, 2020.
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