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RESUMO
Como o céncer é uma doenga multifatorial, hd uma busca por tecnologias capazes de contribuir
para uma compreensao mais aprofundada dos mecanismos bioldgicos envolvidos dessa doenca.
As singulares propriedades Opticas dos pontos quanticos (PQs) os tornam valiosos para o estudo
das interages bioldgicas associadas a carcinogénese, especialmente se combinados a moléculas
aptas a conferir novas funcionalidades. Nesta tese, desenvolveu-se nanossondas bifuncionais
de PQs e quelatos de Gd(lll), bem como PQs e D-glicosamina (D-GN), para aplicacdes no
estudo da biologia do cancer. Os quelatos de Gd(IIl) quando conjugados aos PQs, originam
nanossondas Optico-magnéticas que aliam vantagens das técnicas baseadas em fluorescéncia
com as de ressonancia magnética (RM), favorecendo estudos complementares de processos
bioldgicos. J& a associacdo de PQs a derivados de glicose, como a D-GN, gera
gliconanoparticulas habeis a investigacdo da captacdo desse carboidrato em nivel celular,
interessante para diagnostico e terapia, devido ao metabolismo glicolitico alterado desse
carboidrato em células de cancer. Para desenvolver a nanossonda 6ptico-magnética, preparou-
se quelatos de DOTA-Gd(III) carboxilados, os quais incorporaram eficientemente o ion
paramagnético (97%) e apresentaram estabilidade quanto a transmetalacéo na presenca do ion
Zn(11). Eles foram conjugados covalentemente aos PQs carboxilados via etilenodiamina. Os
nanossistemas apresentaram alta fluorescéncia, rendimento de conjugacéo ca. 75% e elevada
relaxividade, ca. 5x [por Gd(Ill)] e 100x [por PQ] superior a do quelato DOTA-Gd(III)
molecular. Ademais, gliconanoparticulas altamente fluorescentes foram preparadas através da
conjugacdo covalente dos PQs a D-GN, e uma metodologia para confirmar esse processo
também foi desenvolvida baseada na afinidade da glicose pela Concanavalina A, imobilizada
em Candida albicans, a qual mostrou-se pratica, rapida, reprodutivel e quantitativa. Foram
marcadas ca. 98% das leveduras pelo conjugado PQs-D-GN, reduzindo para ca. 34% ap0s
incubacdo com manopiranosideo, confirmando a especificidade. Ambas nanossondas foram
avaliadas utilizando células HeLa (adenocarcinoma cervical). Os resultados indicaram que 0s
conjugados PQs-DOTA-Gd(II1) marcaram eficientemente as células e ndo induziram
citotoxicidade significativa. Os conjugados PQs-D-GN foram captados pelas células
eficientemente (ca. 97%), com um padrdo de marcagédo vesicular intracelular, mais intenso
proximo ao nucleo. Assim, as nanossondas bifuncionais desenvolvidas apresentaram-se como

ferramentas promissoras e estratégicas para estudos da biologia do cancer.

PALAVRAS-CHAVE: fluorescéncia; ressonancia magnética; D-glicosamina; quelato de

gadolinio; células.



ABSTRACT

Cancer is a multifactorial disease. Therefore, there is a search for technologies capable of
contributing to a deeper understanding of the biological mechanisms involved in this disease.
The unique optical properties of quantum dots (QDs) make them valuable for studying
biological interactions associated with carcinogenesis, especially if they are combined with
molecules capable of providing new functionalities. In this thesis, it was developed bifunctional
nanoprobes formed by QDs and Gd(lll)-chelates, or QDs and D-glucosamine (D-GN), for
applications in the study of cancer biology. The Gd(l11) chelates, when conjugated to QDs, give
rise to optical-magnetic nanoprobes that combine the advantages of fluorescence-based
techniques with those of magnetic resonance imaging (MRI), favoring complementary studies
of biological processes. The association of QDs with glucose derivatives, such as D-GN, on the
other hand, generates glyconanoparticles capable of being used to investigate the uptake of this
carbohydrate at the cellular level. This is interesting for diagnosis and therapy due to the altered
glycolytic metabolism of this carbohydrate in cancer cells. To develop the optical-magnetic
nanoprobe, carboxylated DOTA-Gd(II1) chelates were previously prepared. They efficiently
incorporated the paramagnetic ion (97%), showing stability regarding transmetallation in the
presence of the endogenous ion, Zn(ll). The chelates were covalently conjugated to the
carboxylated QDs via ethylenediamine. The nanosystems showed high fluorescence,
conjugation yield of ca. 75%, and high relaxivity, ca. 5x [by Gd(I11)] and 100x [by PQ] higher
than the molecular DOTA-Gd(I11) chelate. Furthermore, highly fluorescent glyconanoparticles
were prepared through the covalent conjugation of the QDs to the D-GN. A methodology to
confirm the conjugation process was also developed. It was based on the affinity of glucose for
Concanavalin A, immobilized on Candida albicans yeasts, and proved to be practical, fast,
reproducible, and quantitative. About 98% of yeasts were labeled by QDs-D-GN conjugate,
reducing to ca. 34% after incubation with mannopyranoside, confirming the specificity. Both
nanoprobes were evaluated with HeLa cells (cervical adenocarcinoma). The results indicated
that the QDs-Gd(II1)-DOTA conjugates labeled the cells efficiently and did not induce
noteworthy cytotoxicity. The QDs-D-GN conjugates were efficiently internalized by HeL a cells
(ca. 97%), with an intracellular vesicular labeling pattern, more intense close to the nucleus.
Thus, the bifunctional nanoprobes developed hold potential as strategic tools for studies on
cancer biology.

KEYWORDS: fluorescence; magnetic resonance; D-glucosamine; gadolinium chelate; cells.
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EFM Ensaio Fluorescente em Microplacas

CT Tomografia computadorizada

r Relaxividade associadas a T:

r2 Relaxividade associadas a T

IOF Imagem OGptica-fluorescente

Bo Campo magnético

Mo Vetor de magnetizacdo

M: Magnetizacéo resultante

Bi1 Campo magnético oscilante

TR Tempo de rotacdo do complexo paramagnético

) Tempo de difusdo da dgua nas proximidades do ion paramagnético
™ Tempo de resisténcia da agua coordena ao centro paramagnético
InP Fosfeto de Indio

DPAA 1,4,7-triazacyclononane-1,4-dibis(methylene)dipicolinic acid



MCa Peptideo de penetracdo celular, maurocalcine

RGD Arginina-glicina-acido aspartico

DTDTPA 2-[bis  [2-  [carboxymethyl-[2-0x0-2-(2-sulfanylethyl-amino)
ethylJamino] ethyl] amino] acetic acid

CulnS; Sulfeto de cobre e indio

Aexc Comprimento de onda de excitagdo

Aem Comprimento de onda de emisséo

OPA Octylamine-polyacrylic acid

PEG Polietileno glicol

HMIT H+/myoinositol transporter

SGLTs Proteina transportadora de glicose dependente de Na*?

NOS-1 Células de osteosarcoma humano

AMA Acido mercaptoacético
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1 INTRODUCAO

O cancer, assim como muitas doencas, € multifatorial e complexo, por isso, cada vez
mais se busca desenvolver tecnologias e ferramentas que sejam capazes de propiciar uma
maior compreensdo dos varios mecanismos envolvidos em cada fase da doenca, e como
consequéncia, fornecer subsidios para que se possa propor aprimoramentos na forma de
diagnostica-lo e tratd-lo, de maneira personalizada (ALLAM; CAIl; COSKUN, 2020; DI
GREGORIO et al., 2019).

As técnicas baseadas em fluorescéncia destacam-se nesse ambito, uma vez que o uso
de sondas fluorescentes pode proporcionar o0 monitoramento de processos bioldgicos, com
especificidade quimica e em tempo real, tanto em niveis molecular e celular quanto em
organismos inteiros. Sendo possivel quantificar e visualizar as interagdes entre biomoléculas
na superficie ou no interior celular, bem como propiciar o acompanhamento da dindmica de
atividades bioldgicas de forma altamente sensivel. Uma aplicacéo eficiente das técnicas
baseadas em fluorescéncia estd, portanto, intrinsecamente relacionada & agdo do fluoréforo
utilizado (CHEN; XIAN, 2020; H. R; SCHIFFMAN; BALAKRISHNA, 2018; WANG et
al., 2021).

Dentro desse contexto, os nanocristais de semicondutores, também chamados de
pontos quanticos (PQs), ou quantum dots (QDs), vém se destacando por suas propriedades
Opticas e fisico-quimicas singulares, tais como: (i) excelente resisténcia a fotodegradacéo,
que permite realizar estudos e monitorar processos biologicos por tempos prolongados e (ii)
superficie quimicamente ativa que viabiliza conjuga¢des com biomoléculas, conferindo
diferentes especificidades, como interacdo com anticorpos, lectinas, proteinas e carboidratos,
bem como a outros compostos que possuam grupos funcionais, tais como farmacos, agentes
de contraste (ACs) e outras nanoparticulas (NPs) (ALBUQUERQUE et al., 2021; CABRAL
FILHO et al., 2015, 2018; CUNHA et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020; WU et al., 2003).

Entdo, os PQs vém sendo amplamente aplicados em ensaios bioanaliticos,
biossensores, para aquisicao de imagens in vitro de células e tecidos, imagens in vivo de
pequenos animais, dentre varios outros estudos (ALADESUYI; OLUWAFEMI, 2020;
CARVALHO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2021; SNEE, 2020; TABISH et al., 2021). Além
disso, nos ultimos anos, com a crescente utilizagao de NPs no estudo do cancer, tem havido
uma busca pela associacdo de PQs a outros compostos com a finalidade de desenvolver
nanossistemas teragndsticos cada vez mais funcionais, como aqueles que contém

nanoestruturas que apresentem sinais duais para que sejam monitoradas por técnicas



18

complementares, a fim de favorecer uma visdo mais completa dos processos biologicos.
Nesse contexto, os PQs vém sendo associados a compostos magnéticos, a fim de gerar
nanossondas com propriedades Opticas € magnéticas, que possam ser exploradas tanto em
analises por fluorescéncia como em imagem por ressonancia magnética (IRM), por exemplo

(ALBUQUERQUE et al., 2021; VILLALVA et al., 2021).

Na IRM, as imagens sao formadas a partir de sinais de RMN (ressonancia magnética
nuclear) dos protons (*H) existentes nos tecidos, gerados por uso de gradientes de campo
magnético e pela determinagdo dos tempos de relaxacdo (longitudinal e transversal) do spin
nuclear (T1 e To, respectivamente) (GIL; GERALDES, 2002). Os tempos de relaxacdo do
spin nuclear refletem a mobilidade local das moléculas de dgua presentes nos tecidos e séo
afetados pela vizinhanga, permitindo visualizar e distinguir estruturas normais de patologicas
(DAMADIAN, 1971; LAUTERBUR, 1973). A IRM fornece imagens com alta defini¢do
anatomica de tecidos profundos, mas nao apresenta sensibilidade ou especificidade quimica
para investigagdo de eventos em nivel celular. Buscando-se uma maior sensibilidade e
imagens com melhor contraste, pode-se utilizar ACs na IRM, cuja eficiéncia ¢ medida em
termos da “relaxividade”. Essa grandeza indica a capacidade dos ACs em reduzir os tempos
de relaxagdo dos protons das moléculas de dgua que se encontram proximas a este
(WAHSNER et al., 2019). Um dos ACs mais explorados na modalidade T1 ¢ o derivado do
DOTA (1,4,7,10-tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tretracetic acid) (AIME; BOTTA;
ERMONDI, 1992).

Deste modo, o desenvolvimento de novos ACs que diminuam ainda mais os tempos
de relaxagdo dos 'H, continua a ser objeto de estudo. Uma das abordagens que tem sido
estudada para aumentar a relaxividade dos ACs € o uso de sistemas nanoparticulados, os
quais podem ainda ser capazes de aumentar a concentracao local de ACs, de maneira mais
eficiente (CASPANI et al., 2020; STUEBER et al., 2021; VERWILST et al., 2015). Logo, o
desenvolvimento de nanossistemas Optico-magnéticos baseados em PQs pode propiciar
investigacdes complementares sobre a biologia do cancer, combinando-se vantagens das
técnicas por fluorescéncia com as da IRM, favorecendo também a preparacdo de ACs

nanoparticulados com propriedades otimizadas.

Por outro lado, ainda inspirando-se nas técnicas tradicionais de diagnéstico do
cancer, nas potencialidades das metodologias baseadas em fluorescéncia e nos desafios ainda
presentes na compreensdo dos processos carcinogénicos, uma molécula de particular

interesse € a glicose. Otto Warburg observou que as células de cancer apresentam uma maior
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captacdo da glicose (efeito Warburg), devido ao uso da glicolise aerdbica para produzir
energia, contrastando com o que ocorre nas células saudaveis (FADAKA et al., 2017;
MULLAPUDI et al., 2020). O efeito Warburg vem sendo explorado clinicamente na
tomografia por emisséo de pdsitron (PET), que combina um analogo de glicose, a 2-deoxi-
D-glicose, com 8F radioativo (**FDG), o qual é absorvido majoritariamente pelos tecidos
tumorais, em relagdo aos saudaveis, favorecendo um diagnostico, estadiamento e
monitoramento de terapia tumoral (GALLAMINI; ZWARTHOED; BORRA, 2014,
MADDALENA et al., 2015).

H4, no entanto, muito ainda o0 que se compreender sobre a relagdo da glicose com o
cancer, para que métodos de diagndstico e terapia cada mais efetivos e personalizados
possam ser propostos, Uma vez que a captacdo desse carboidrato pode, por exemplo,
depender do tipo de analogo da glicose utilizado, da linhagem celular e até mesmo da atuacéo
diferencial de diferentes de transportadores de glicose (GLUTS), que em geral atuam para
suprir a maior demanda por esse carboidrato (BARRON et al.,2016; KE et al., 2021; PAJAK
et al., 2019). Assim, nanossondas baseadas na associagdo de PQs e glicose sdo ferramentas
atraentes para fortalecer o entendimento dos mecanismos de captagao desse carboidrato, em
nivel celular, por diferentes linhagens celulares, bem como colaborar para compreender a
interacdo de agentes terapéuticos nanoparticulados com esses sistemas bioldgicos
(KOHNHORST et al., 2017; KOLENC; QUINN, 2019).

Dentro desse contexto, nessa Tese, apresentamos: (i) um artigo experimental, que
engloba o desenvolvimento e as caracterizacbes de uma nanossonda éptico-magnética
baseada na conjugacdo direta de PQs hidrofilicos com quelatos DOTA-Gd(III), publicado
na revista Scientific Reports; (i) um capitulo de protocolo experimental sobre a utilizagdo
da resazurina em ensaios de viabilidade celular com PQs e (iii) um artigo experimental, em
preparacdo para submissdo, sobre o desenvolvimento de uma nova gliconanoparticula
baseada em PQs e no analogo da glicose, a D-glicosamina. Por fim, também se encontra no
apéndice dois trabalhos de co-autoria, sendo um deles, um artigo de revisdo sobre
(bio)conjugacéo de PQs, publicado na revista Journal of the Brazilian Chemical Society e
outro, um capitulo de revisdo, publicado na Encyclopedia of Nanoscience and

Nanotechnology, sobre nanossondas dptico-magnéticas constituidas por PQs.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolver nanossondas bifuncionais constituidas por PQs e quelatos de Gd(lll),
bem como PQs e D-glicosamina, para aplicacfes no estudo da biologia do cancer.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e  Sintetizar PQs carboxilados e caracteriza-los por técnicas opticas;

° Preparar quelatos paramagnéticos do tipo DOTA-Gd(III) e avaliar a eficiéncia de

complexacdo, bem como a sua resisténcia a transmetalacao;

° Desenvolver nanossistemas constituidos pelos quelatos de Gd(lIl) e PQs, por

interacdo covalente, e caracteriza-los por técnicas dpticas e relaxométricas;

° Estudar a interacdo das nanossondas Optico-magnéticas com células de linhagem

imortalizada de cancer cervical humano (HeLa);

° Desenvolver nanossondas baseadas na conjugacdo covalente de PQs com a D-

glicosamina (D-GN);

° Estabelecer uma metodologia de avaliagdo da eficiéncia e especificidade das
gliconanoparticulas desenvolvidas baseada na interagdo carboidrato-lectina;

e  Caracterizar as gliconanoparticulas por técnicas opticas;

° Estudar a interacdo das nanossondas PQs-D-GN com células HeLa, como modelo.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 PONTOS QUANTICOS

3.1.1 Fundamentos e Propriedades

Na década de 60, Richard Feynman, fisico americano, ministrou uma palestra
(There’s Plenty of Room at the Bottom) proferindo que ndo ha principios fisicos que possam
impedir a escrita de todos os volumes da Enciclopédia Britanica na cabeca de um alfinete.
Desde entdo, hipotetizou-se sobre a possibilidade de manipulacdo da matéria em escala
atdbmica. O fisico ndo imaginava que essa idealiza¢do culminaria em uma das areas de maior
dominio (bio)tecnoldgico, atrativo e de elevado crescimento, que é a nano(bio)tecnologia,
nomeada primeiramente por Norio Taniguchi somente em 1974 (DAVIDOVITS, 2019;
MARTINS; TRINDADE, 2012).

A nanotecnologia tem desfrutado de grande sucesso, devido ao continuo avango
tecnoldgico e cientifico do século XXI, com marco nas primeiras descobertas de rotas
sintéticas de nanomateriais até 0 melhoramento dos equipamentos, como 0s microscopios
(os quais possibilitaram a caracterizacdo dos sistemas nanoestruturados desenvolvidos)
(AFTAB et al., 2021; FORCHHEIMER et al., 2014; QIAO; LIU; MAX LU, 2017). Essa
area do conhecimento também tem evoluido como Ciéncia e consiste em uma grande area
multidisciplinar que engloba desde a compreensdo das propriedades das nanoestruturas até
o desenvolvimento de nanomateriais duais e até multifuncionais com grande versatilidade e
aplicabilidade (DAVIDOVITS, 2019; STEVENS; ETHERINGTON, 2019).

No contexto do desenvolvimento e sintese de nanomateriais, ha nanoparticulas (NPs)
que vém atraindo o interesse para atuarem como nanossondas fluorescentes, tais como 0s
Pontos Quanticos (PQs), ou Quantum dots (QDs), os quais vém se destacando nas pesquisas
de Ciéncias Bésicas a Aplicadas, bem como na &rea comercial, devido a sua vasta aplicacdo
em diversas areas do conhecimento, dentre elas: a Medicina e a Biologia (RIBEIRO et al.,
2021; STEVENS; ETHERINGTON, 2019; VILLALVA et al., 2021).

No inicio da década de 90, segundo teorias de Efros e Brus, foi identificado que os
PQs exibem propriedades 6pticas distintas dos mesmos materiais semicondutores quando
estdo em escala macroscopica (bulk). Em geral, os PQs sdo nanocristais com diametros de
ca. 2 a 10 nm, onde 1 nm refere-se a bilionésima parte de um metro (1 nm = 10° m). As

propriedades optico-eletrénicas desses PQs sdo fortemente dependentes do seu tamanho
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(MARTINS; TRINDADE, 2012; SMITH; GAO; NIE, 2007). Além do tamanho, o perfil
espectral de absorcdo e fluorescéncia dos PQs sdo dependentes da composicdo desses
nanocristais. E, no geral, as caracteristicas optica dos PQs estdo intrinsecamente relacionadas
ao fenémeno/efeito de confinamento quantico (MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008).

Alterando-se a composic¢ao quimica dos PQs e/ou o0 seu tamanho, pode-se sintonizar
sua emissdo de fluorescéncia em vérios comprimentos de onda, varrendo o espectro
eletromagnético, desde regides proximas ao ultravioleta (UV), luz visivel (400-700 nm), até
o infravermelho proximo (Near Infrared - NIR). Considerando PQs de mesma composi¢do
quimica, os nanocristais menores, vao emitir fluorescéncia em menores comprimentos de
onda (em direcéo a regido UV), enquanto os PQs de tamanhos maiores, vao ter emissao em
maiores comprimentos de onda (em direcdo a regido do NIR), como mostra a Figura 1
(SMITH; GAO; NIE, 2007).

Em termos energéticos, os sélidos semicondutores apresentam uma banda de
valéncia (BV) separada de uma banda de conducdo (BC) por uma diferenca de energia
denominada de bandgap (Eg). Geralmente, essa diferenca de energia (Eg) entre as bandas é
expressa em eV (elétron-volt) e esta relacionada ao minimo de energia necessaria para
excitacdo dos elétrons, para passarem da BV para a BC (Figura 2). Tipicamente os solidos
semicondutores apresentam uma Eg menor que ca. 3 eV, ou seja, utilizando-se luz no UV
ou visivel pode-se promover elétrons da BV para a BC a temperatura ambiente (SMITH;
GAO; NIE, 2007).

Ainda nesse contexto, quando ha excitacdo dos elétrons, ao incidir energia na forma
de fotons sob o material, eles migram da BV (menor energia) e vao para a BC (maior
energia), deixando um “buraco” (h*) na BV, formando o éxciton, também chamado de par
elétron-buraco (e™- h*), movendo-se de forma dependente, devido a atracdo de Coulomb?,
como mostra a Figura 2 (BRUS, 1984; CHUKWUOCHA; ONYEAJU; HARRY, 2012,
MICHALET et al., 2005). Os fendmenos que estdo esquematizados na Figura 2 que
culminam na emissao de luz (fluorescéncia) ocorrem em tempo da ordem de nanossegundos
nesses materiais. Na recombinacdo excitonica, os elétrons excitados, localizados na BC,
retornam ao estado fundamental se recombinando com os buracos na BV, sendo esse

fendmeno observado tanto na escala nanometrica quanto no bulk (so6lido macroscépico).

! Entende-se por atracdo de Coulomb como uma interacdo eletrostatica entre espécies de carga
positiva e negativa, que 0s mantém a certa distancia. E isso que mantém o par elétron-buraco
(éxciton) se movendo de forma dependente.



23

Figura 1 - Pontos quanticos (PQs) podem emitir fluorescéncia em varios comprimentos de onda do
espectro de luz visivel. Variando-se o tamanho dos nanocristais, quanto menor forem os PQs,
menores serdo os comprimentos de onda de fluorescéncia (em direcdo ao ultravioleta), e quanto

maior forem os PQs, em maiores comprimentos de onda ocorrera a emissdao (em direcdo ao

i

uQQ

450 500 550 600 650 700 Tarnaribio
Comprimento de onda (nm)

infravermelho préximo).

Intensidade de Fluorescéncia

Fonte: Autoria propria.

Figura 2 - Esquema didatico de emissdo de fluorescéncia em semicondutores: ilustra desde a
excitagdo do elétron (e), por radiacdo eletromagnética (hv), quando sai da banda de valéncia (BV)
para a banda de conducéo (BC), formando um éxciton, até a relaxagdo e a recombinacdo excitonica,
gue culmina na emissdo de fluorescéncia (hv). Onde: h* representa o buraco gerado na BV, pela
excitacdo do elétron; hvé a energia (E) de um f6éton capaz de excitar a amostra (onde h é a constante

de Planck e v é a frequéncia da luz).
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Fonte: Autoria propria.
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Quando um semicondutor esta em forma de cristais macroscépicos, ha uma variedade
de possiveis estados energéticos que estdo distribuidos praticamente de modo continuo
(Figura 3). No entanto, quando as trés dimens@es do material se tornam fisicamente menores
que o raio de Bohr (ao)? ha confinamento quantico, sendo a nanoparticula de semicondutor
chamada de PQ. Nessa configuracdo, os materiais semicondutores apresentam distintas
propriedades fotoluminescentes (BENTOLILA; MICHALET; WEISS, 2008).

O ap é caracteristico de cada semicondutor, podemos exemplificar com o cristal
macroscopico do seleneto de caddmio (CdSe) que tem ao de cerca de 5 nm, entéo, logo, apenas
podemos considerar PQ de CdSe se o didmetro dessa nanoparticula for inferior a
aproximadamente 10 nm. Além disso, quando o material esta em um regime de
confinamento quantico tridimensional (X, y e z), ou seja, a medida em que possuem menor
tamanho, o0s seus estados energéticos tornam-se discretos, como mostra a Figura 3,
assemelhando-se a atomos artificiais, por isso, também sdo chamados de tal forma
(BENTOLILA; MICHALET; WEISS, 2008; SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).

Figura 3 - Niveis discretos de energia e aumento da energia do bandgap (Eg) com a reducgdo do

tamanho das nanoparticulas de semicondutores quando em regime de confinamento quantico.

—p-
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Diminuigdo do tamanho
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Fonte: Autoria propria.

2 Em analogia aos atomos de hidrogénio (composto por um elétron e um préton), o raio de Bohr é
definido como a distdncia média entre o elétron e o buraco do éxciton e é tipico de cada semicondutor.
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Sendo assim, o regime de confinamento quéntico, além de levar a uma discretizagao
dos estados energéticos, desempenha um papel chave na relagdo do tamanho dos PQs com
as suas propriedades dpticas. Isso porque outra consequéncia do fenébmeno de confinamento
é 0 aumento do Eg do nanocristal em funcéo da diminuicdo do tamanho dos PQs (Figura 3)
(YU et al., 2004). Visto que: Eg a 1/d? (sendo, d o didmetro da nanoparticula) e Eg a 1/2
(sendo, 4 o comprimento de onda de emissdo de fluorescéncia), entdo “d” e “A” sdo
inversamente proporcionais a Eg. Enquanto, PQs menores, vao emitir em direcao a regiao
espectral do UV (comprimentos de onda menores), devido a maior Eg. Ja os PQs maiores
emitem fluorescéncia mais para a regido do NIR (comprimentos de onda maiores), por
apresentarem menor Eg (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).

Essas caracteristicas Opticas que os PQs adquirem quando estdo em escala
“nanométrica”, 0s tornam ferramentas versateis para aplicacdes biomédicas (WAGNER et
al., 2019). Assim como a reducao do tamanho a essa ordem de magnitude confere aos PQs
propriedades Opticas Unicas, e também viabiliza a interacdo desses nanocristais com 0s
sistemas biologicos, por apresentam estruturas e processos dindmicos ocorrendo também
nessa escala nanométrica (RADAIC et al.,, 2016). O monitoramento da interacdo dos
nanomateriais com estruturas biolégicas vem impulsionando o desenvolvimento de novas
tecnologias (RADAIC et al., 2016). Nesse contexto, as técnicas baseadas em fluorescéncia
sdo umas das que mais se destacam, como microscopias, fluoroensaios e citometria de fluxo
(MONTEIRO et al., 2020a; RADAIC et al., 2016; RIBEIRO et al., 2021).

Ao comparar 0s PQs com 0s corantes convencionais, esses nanocristais apresentam
vantajosas caracteristicas que os tornam interessantes para aplicabilidade, tais como: (i) a
fluorescéncia dos PQs pode ser excitada por uma unica fonte de luz (0s corantes necessitam
de uma fonte de luz de excitacdo em comprimento de onda especifico), devido ao seu estreito
espectro de absorc¢éo, (Figura 4); (ii) ao variar o tamanho da particula, emitem fluorescéncia
em diferentes regides do espectro, possibilitando imagens multicoloridas simultaneamente e
(iii) s@o bastante resistentes a fotodegradacdo (permitindo estudos de monitoramento de
eventos biologicos por tempos prolongados de anélises e mantendo alta intensidade de
fluorescéncia, enquanto corante rapidamente fotodegradam), como observamos na Figura 5
(CABRAL FILHO et al., 2018; RESCH-GENGER et al., 2008; WANG; LI1U; LAN, 2019).

Quando os PQs sdo aplicados como nanossondas fluorescentes, suas propriedades
Opticas podem aprimorar a versatilidade das técnicas de analise baseadas em fluorescéncia,

as quais sdo altamente sensiveis, conferindo também variadas especificidades bioguimicas,
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dependendo da biomolécula associada a eles, e viabilizando o estudo e monitoramento
prolongado de dindmica de eventos bioldgicos, através de aquisicdo de imagens ou deteccao
de sinais fluorescentes (ALLAM; CAI; COSKUN, 2020; CAl et al., 2021; SAMBRANO et
al., 2018; WEGNER; HILDEBRANDT, 2015).

Figura 4 - Representacdo esquematica de espectros de absor¢do e emissdo de pontos quanticos (PQs)
e corantes organicos. Enquanto PQs podem ser excitados em varios comprimentos de onda, 0s
corantes convencionais precisam de comprimentos de onda especificos. Os espectros de emissao dos
corantes também sdo mais largos.

Pontos Quanticos Corantes

Excitagao

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

400 500 600 700 800 400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria.

Figura 5 - Excepcional resisténcia dos pontos quénticos (PQs) a fotodegradacgao por longo periodo.
Observa-se que o nicleo permaneceu marcado pelos PQs, em vermelho (Aem = 630 nm), durante o
estudo, enquanto os microtibulos marcados pelo corante organico (AlexaFluor), em verde,

fotodegradaram e foram detectaveis até 120 segundos.

Fonte: Adaptada de WU et al., (2003).

Como observamos até aqui, ha uma serie de vantagens associadas a reducdo do
tamanho desses nanomateriais, com isso também temos um aumento da area superficial em
relacdo ao volume. Esse aspecto contribui para que atomos com ligacdes ndo
compartilhadas, conhecido como defeitos de superficie, como ilustrado didaticamente na
Figura 6, exerca um papel relevante nas propriedades épticas dos PQs. Tais defeitos
interferem na intensidade de fluorescéncia dos PQs, porque eles geram niveis de energia
entre a BV e a BC, chamados de niveis intermediarios de energia, os quais favorecem a perda
de energia do elétron pouco a pouco ao se deslocar da BV para a BC (MARTINS;
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TRINDADE, 2012). Do contrério, se ndo houvesse ligacdes ndo-compartilhadas, ou seja,
essas “armadilhas” dos niveis de energia intermediérios oriundos dos defeitos de superficie,
os elétrons iriam se deslocar diretamente da BV para a BC, garantindo boa intensidade de
fluorescéncia. Desta forma, com esses defeitos de superficie, observa-se reducdo da

qualidade e intensidade de emissdo de fluorescéncia pelos PQs (Figura 6).

Algumas alternativas sdo propostas para solucionar ou reduzir 0s impactos dos
defeitos de superficie. Uma possibilidade se baseia na formacéo de uma camada ao redor do
nucleo do nanocristal. Para isso, utilizando um outro material semicondutor, geralmente de
maior Eg que o semicondutor que compde o nucleo do PQ, cresce-se uma “casca” ao redor
no ndcleo, formando uma estrutura nucleo/casca (core/shell). Isso reduz os defeitos que
interfeririam na qualidade da emissdo dos PQs e ainda aprimora as propriedades
fluorescentes, reduzindo a largura a meia altura (FWHM, do inglés full width at half
maximum) dos espectros de emissao, estreitando-o para larguras menores que ca. 60 nm (a
depender do comprimento de onda de emissao) e otimizando a intensidade de fluorescéncia,
como observamos na Figura 6. Em geral, os espectros de emissdao de PQs maiores, que
emitem em direcdo ao NIR, apresentam maior FWHM (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Figura 6 - Aprimoramento das propriedades fluorescentes dos pontos quéanticos ao formar a camada
de passivagdo, o shell. Sem o shell, os elétrons interagem com as “armadilhas” (niveis intermediarios
de energia) formadas pelos defeitos de superficie. Com a estrutura core/shell hd um melhoramento
da qualidade e intensidade de emissdo de fluorescéncia, com estreitamento da largura do espectro
(FWHM). A direita, a linha cinza representa os espectros de absorgéo e a linha preta os de emisséo.

Sem camada de Passivagéo

O (@) Energia

Estrutura core/shell

Absorgéo e Fluorescéncia

FWHM

e+ R -+ E— Comprimento de onda (nm)

Fonte: Autoria propria.
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Diante desse contexto, observamos 0 quanto é importante a etapa de formacédo da
nanoestrutura dos PQs. Por isso, eles tém sido sintetizados com o interesse em melhorar as
suas caracteristicas opticas e a estabilidade quimica, para a obtencdo de NPs aprimoradas,
apresentando estreito FWHM, populacdo homogénea em termos de tamanho e alta
intensidade de emissdo, e isso inclui etapas para a reducéo de defeitos de superficie (H. R;
SCHIFFMAN; BALAKRISHNA, 2018; SHI et al., 2020; SOUSA et al., 2018; STEVENS;
ETHERINGTON, 2019).

Um dos procedimentos de sintese dos PQs pode ser realizado baseando-se no método
bottom-up, o qual utiliza técnicas de quimica coloidal, que consiste na reagdo de precipitacao
de NPs (fase dispersa), preferencialmente em agua (meio de dispersdo ou dispersante). As
primeiras descricdes sobre as sinteses de PQs em meio aquoso foram divulgadas por Rogach
e colaboradores (2007), as quais apresentam algumas vantagens, tais como: o custo reduzido
e praticidade de preparacado, inclusive pode dispensar etapas posteriores para dispersao em
meio aquoso, pois ja gera um produto hidrofilico, sendo portanto aplicavel diretamente em
estudos envolvendo interacdo com sistemas bioldgicos (AL et al., 2007; ALLAM; CAl;
COSKUN, 2020; QIAQ; LIU; MAX LU, 2017).

Em relacdo a composicao dos PQs, eles podem ser constituidos por varios tipos de
materiais semicondutores baseando-se em combinacfes de atomos da tabela periddica.
Dentre os principais PQs binarios, temos os baseadas nos grupos: Il — VI, Il -V ou IV — VI
(WEGNER; HILDEBRANDT, 2015). Podemos exemplificar PQs de CdTe (Telureto de
cadmio) ou CdSe, como tipos de PQ binario que sdo do grupo Il - VI (DROZD et al., 2016;
MONTEIRO et al., 2020b). Atualmente, PQs também tém sido preparados combinando-se
mais elementos a nanoestrutura, resultando nos PQs ternarios e quaternarios, os quais
apresentam potencial para emissdo na regido do NIR (PEREIRA et al., 2019a; WU et al.,
2018). Dentre esses novos PQs podemos citar as combinacdes de Cobre-indio-Sulfeto
(CulnSy), que sdo PQs ternarios do grupo I-111-VI, porém as propriedades opticas desses
nanocristais ainda sdo alvos de aprimoramento (ALADESUYI; OLUWAFEMI, 2020;
TSOLEKILE et al., 2017).

De forma geral, a sintese dos PQs envolve: uma primeira etapa, a nucleagdo, iniciada
com répida injecao rapida do precursor calcogénio (como, telurio, selénio) em uma solucéo
contendo elevada concentracdo de monémeros precursores (como, cadmio, zinco). A medida
em que a sintese vai acontecendo, os pontos iniciais de nucleacdo véo se formando, e a

concentracgéo dos precursores e a velocidade de reagdo vao diminuindo, como ilustra a Figura
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7. Essa etapa inicial é determinante no numero total de PQs, bem como de tamanho médio
deles, visto que os nucleos pré-formados crescem isoladamente, até o consumo total dos
reagentes precursores. Durante a formacédo de NPs, elas ficam suspensas, como um coloide,
e para que nao agreguem umas as outras e precipitem, se utiliza os agentes estabilizantes
(como o é&cido mercaptossuccinico — AMS), os quais desligam-se para permitir o
crescimento, e ligam-se para impedir aglomeragédo (comportamento dindmico on/off em
torno dos nanocristais) (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Figura 7 - Representacdo esquematica do processo de nucleacdo, crescimento e formagdo de

nanoparticulas isoladas de semicondutores.
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Fonte: Autoria propria.

Dentre os agentes estabilizantes mais utilizados nas suspensdes coloidais de PQs
coloidais hidrofilicos, a maioria apresenta um grupamento tiol (~SH), visto que o enxofre
pode atuar como precursor da camada de passivacao, ligando-se ao cadmio ou zinco, por
exemplo. Eles também conferem carga as NPs, mantendo-as suspensas e afastadas umas das
outras, por isso sdo chamados de estabilizantes. Além do tiol, esses agentes em geral
apresentam outros grupos funcionais para atuar como ponte quimica para a interacdo dos
nanocristais com (bio)moléculas, por exemplo. O tipo de interagcdo dependera dos grupos
funcionais (&cidos carboxilicos ou aminas) dos agentes estabilizantes/funcionalizantes,
como exemplo podemos citar a cisteamina (CISTM), a qual disponibiliza grupos aminas e
carga positiva aos PQs (em pH préximo ao fisiolégico), enquanto o AMS expbe grupos
carboxilicos e carga negativa na superficie dos PQs (PEREIRA et al., 2019a).
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Como resultado da sintese, tipicamente os PQs apresentam uma nanoestrutura
composta por camadas, sendo: (1) o ndcleo que determina sua emissdo; (2) a camada de
passivacao que determina a intensidade e qualidade da emissao e; (3) a camada mais externa
formada pelos agentes estabilizantes/funcionalizantes, que determina a estabilidade quimica
e o grau de funcionalidade para interacdo com compostos, conferindo também versatilidade
para aplicagdes envolvendo sistemas bioldgicos de interesse (Figura 8).

Figura 8 - Esquema da nanoestrutura de um ponto quéantico que possui tamanhos tipicos de 2 a 10

nm, ilustrando ndcleo, camada de passivacdo e de agentes estabilizantes/funcionalizantes.

L ( Nucleo

Camada de passivagao

~=—> Camada de agente
estabilizante/ funcionalizante

2-10nm
Fonte: Autoria propria.

Nas aplicacGes biomédicas utilizando os PQs como nanossondas, a camada mais
externa é importante por ser responsavel pela superficie ativa, expondo os grupos funcionais
para viabilizar a interagdo desses nanocristais com (bio)moléculas, tais como carboidratos,
anticorpos, proteinas e lectinas. Elas vao dar um direcionamento biolégico mais especifico
a nanossonda bifuncional resultante, sendo Gtil em estudos de processos bioldgicos por meio
de analises baseadas em fluorescéncia, como ilustra a Figura 9. Essa superficie ativa e
funcional ainda permite a associacdo dos PQs a agentes de contraste (ACs), como os quelatos
paramagnéticos de ions Gd(l11), e também outras NPs, como as magnéticas de 6xido de ferro,
unindo em uma unica nanossonda, mais um sinal para atuar em analises por fluorescéncia e
na modalidade de IRM, como esquematizado na Figura 9 (ALBUQUERQUE et al., 2021;
CABRAL FILHO et al.,, 2016; CUNHA et al.,, 2018; MONTEIRO et al., 2020b;
ZANDWIJK et al., 2021). Portanto, PQs tém atraido o interesse de pesquisadores das
Ciéncias da Vida, sendo utilizados tanto em ensaios in vitro com células e tecidos quanto em
estudos sistémicos com pequenos animais (CARVALHO et al., 2019; DIAZ-GONZALEZ
etal., 2020; MULLAPUDI et al., 2020; VILLALVA et al., 2021).
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Figura 9 - Esquema de possiveis (bio)conjugacbes de um ponto quéntico (A), com possibilidade
para aplicacdo em imagem por fluorescéncia e/ou ressonancia magnética como uma nanossonda
Optico-magnética versatil (B), quando associada com agentes paramagnéticos ou nanoparticulas de

oxido de ferro, por exemplo.
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Fonte: Autoria propria.

Na area da oncologia, os PQs tém também contribuido significantemente, agregando
informagdes sobre o padrao de internalizagdo de biomoléculas por diferentes linhagens de
células de cancer, o monitoramento da dindmica metabolica dessas substancias-alvo,
informando o qudo essenciais sd30 ou ndo para a manuten¢do celular, bem como com a
identificacdo de biomarcadores em tecidos. Esses estudos sdo alicerces para avangos no
diagnodstico especifico e para terapias mais precisas (ALLAM; CAI; COSKUN, 2020;
BALZAROTTI et al., 2017; CABRAL FILHO et al., 2016; H. R; SCHIFFMAN;
BALAKRISHNA, 2018; MONTEIRO et al., 2020b; WANG; LIU; LAN, 2019).

Um exemplo de trabalho que exemplifica a contribuicdo dos PQs no aspecto celular
do cancer ¢ o de Cabral Filho ef al. (2016), que observaram uma maior expressao e taxa de
internalizacdo e reciclagem de receptores de transferrina (RTfs) na linhagem de células
DBTRG (glioblastoma recorrente) do que nas células U87 (glioblastoma primaria humano),
quando incubadas com PQs de CdTe hidrofilicos conjugados covalentemente com a holo-
transferrina humana (Tf). Essa andlise indicou que os RTf possuem papel importante na
manutengdo do cancer e na recorréncia do tumor (como visto na resposta do DBTRG)

(CABRAL FILHO et al., 2016).
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Um outro estudo, utilizou os PQs como nanossonda para a entrega direcionada de
farmacos intracelularmente contra a progressao do cancer. Bwatanglang et al. (2016)
encapsularam PQs de ZnS dopados com manganés em biopolimero de quitosana e
conjugaram com acido folico (AF) para melhor direcionamento e captagdo intracelular de
uma droga anti-cancer, 5-fluorouracil (5-FU), em tecidos malignos via receptores de folato
(RF). O nanossistema induziu niveis mais altos de apoptose no estudo in vitro da linhagem
de adenocarcinoma de mama (MDA-MB-231) do que o 5-UF isoladamente, bem como,
reduziu mais o tamanho tumoral e proporcionou menor desenvolvimento de metastase nos
ensaios in vivo em camundongos (BWATANGLANG et al., 2016). Em um outro trabalho
também com o AF, Monteiro et al. (2020) utilizaram PQs de CdTe associados a essa
molécula com o objetivo de estudar a expressao, internalizagdo e reciclagem de RFs em trés
linhagens de células de cancer de mama, sendo: T47D (carcinoma ductal invasivo) a que
mais captou a nanossonda, seguida das células MDA-MB-231 (adenocarcinoma),
contrastando com a captagdo praticamente ausente pelas células MCF-7 (adenocarcinoma)
(MONTEIRO et al., 2020D).

Nesse contexto, observamos a importancia das associa¢fes de PQs, (bio)moléculas e
outros compostos, seja com sinal para outras modalidades de imagem ou outras
potencialidades, como a agdo terapé€utica incluida em um so sistema, e assim, salientamos a
necessidade de um processo de conjugacéo eficiente para garantir dados confiaveis e ampla

aplicabilidade desses nanocristais fluorescentes em estudos de sistemas biologicos.

3.1.2 (Bio)conjugacao

A ampla aplicabilidade dos PQs nas Ciéncias da Vida deve-se primordialmente as
suas propriedades opticas (DIAZ-GONZALEZ et al., 2020; PLESKOVA; MIKHEEVA;
GORNOSTAEVA, 2018). Porém, outro fator essencial que confere versatilidade e
especificidade para os PQ é o processo de conjugacdo, que consiste na sua associagdo com:
(i) (bio)moleculas (tais como aminoacidos, carboidratos, lectinas e anticorpos); (ii) outras
NPs (como, as magneticas); (iii) ACs (radioativos ou com sinal magnético) ou (iv) agentes
terapéuticos (ALBUQUERQUE et al., 2021; CABRAL FILHO et al., 2018; CARVALHO
et al.,, 2019; CUNHA et al., 2018; FERREIRA et al., 2019; H. R; SCHIFFMAN;
BALAKRISHNA, 2018; PANDEY; BODAS, 2020; PEREIRA et al., 2019a; QUARTA et
al., 2019; ZANDWIJK et al., 2021).

O processo de conjugacdo é desafiador e deve ser realizado através de metodologias

padronizadas e reprodutiveis que preservem, ao mesmo tempo, as propriedades opticas dos
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PQs e as potencialidades e funcionalidades dos demais componentes, ¢ ainda gere um
conjugado final estavel, sem precipitacdes ou aglomeragdes até a realizagdo da aplicacéo de
interesse (PEREIRA et al., 2019a).

Existem varias estratégias para a conjugacdo de PQs a outros componentes, tais
como: (i) adsor¢do simples (por meio de interacGes eletrostaticas, por exemplo); (ii) ligacdo
covalente que necessita de mediadores, sendo comumente usados agentes de acoplamento
como o N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e o N-hidroxisuccinimida

(NHS) e (iii) interacdo avidina/estreptavidina a biotina.

Na interacdo covalente, os mediadores sdo escolhidos com base nos grupos
funcionais dos PQs e dos demais componentes, e podem ser utilizados em uma ou mais
etapas. Os agentes de acoplamento EDC e NHS (pode-se usar também o Sulfo-NHS - N-
hidroxisulfosuccinimida), sdo utilizados para ativar grupos carboxilicos, como 0s grupos
funcionais dos PQs estabilizados/funcionalizados com AMS. Utilizando essa combinacao de
EDC/NHS (ou Sulfo-NHS) had um aumento no rendimento e na cinética do processo,
comparando com o uso de EDC isoladamente, por formar intermediarios mais estaveis que
irdo interagir com as aminas primarias, promovendo a formacdo da ligacdo amida e

consequentemente conjugacdes mais eficientes (Figura 10) (HERMANSON, 2013).

Figura 10 - Esquema de pontos quéanticos carboxilados ativados por EDC e NHS para interacdo com

componentes aminados.
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Fonte: Adaptada de Wang et al., (2012).

Além de escolher uma estratégia eficiente de conjugacéo, visando a manutencao da
qualidade da fluorescéncia dos PQs e a funcionalidade dos componentes que se deseja
associar a esses nanocristais, é indispensavel o uso de metodologias e técnicas de avaliacdo
da conjugacdo, para monitorar e aperfeicoar esse processo. Existem alguns métodos e
ferramentas para avaliar esse processo, como: espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR - Fourier-Transform Infrared Spectroscopy); espectroscopia
por correlacdo de fluorescéncia (FCS — Fluorescence Correlation Spectroscopy);
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dispersao/espalhamento dindmico de luz (DLS — Dynamic Light Scattering); potencial zeta;
eletroforese e ensaio fluorescente em microplacas (EFM) (CABRAL FILHO et al., 2015;
PEREIRA et al., 2019a, 2019b). Em geral, é interessante a combinacdo de mais de uma
técnica de avaliacdo da conjugacao para elas se complementarem, além de corroborarem,
para que se possa avaliar o nanossistema como um todo. No caso de associagfes com
(bio)moléculas, como as lectinas, pode-se monitorar a atividade delas através de atividade
hemaglutinante, por exemplo (OLIVEIRA et al., 2020). Vale ressaltar que avaliacfes
envolvendo marcacdo de micro-organismos ou outras células que apresentem, ou que ndo
possuam, alvos para biomoléculas envolvidas sdo também relevantes para evitar falsos
positivos e negativos, podendo ser realizados por meio de ensaios de inibi¢do dos conjugados
ou saturacdo dos sistemas bioldgicos. Por exemplo, pode-se citar a saturacdo de RTfs das
células com excesso de Tf antes da incubag¢do com conjugados PQs-Tf, ou a inibicdo de
sitios de lectinas com carboidratos em nanossistemas baseados em PQs, antes da interacdo
com os sistemas bioldgicos (CABRAL FILHO et al., 2016; CARVALHO et al., 2019). Por
outro lado, se 0 componente associado for um quelato de ion Gd(l1l) ou NPs magnéticas
deve-se avaliar o sinal magnético, através de metodologias especificas, como relaxometria
de 'H. Essas avaliagBes sdo importantes para garantir o sucesso na aplicagio com PQs
(CABRAL FILHO et al., 2016; CARVALHO et al., 2014; DE THOMAZ et al., 2015; GE
etal., 2019; MAXWELL et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; PEREIRA et al., 2019b).

Para um maior aprofundamento das diferentes estratégias de conjugacdes, interacdes
entre 0os grupos funcionais dos componentes envolvidos nesse processo, bem como
entendimento das principais técnicas de monitoramento da (bio)conjugacdo, pode-se
consultar o artigo de revisdo publicado em co-autoria na revista Journal of the Brazilian
Chemical Society intitulado “(Bio)conjugation Strategies Applied to Fluorescent
Semiconductor Quantum Dots”, 0 qual esta inserido no apéndice A dessa Tese. Nesse
contexto das conjugacdes, algumas associactes vém atraindo bastante interesse, como dos

PQs com compostos magneticos, formando nanossondas 6ptico-magneticas.

32 NANOSSONDAS OPTICO-MAGNETICAS BASEADAS EM PONTOS
QUANTICOS

Nas Ultimas décadas, a busca por versateis nanossondas que possam agregar mais de
um sinal em um Unico sistema esta em constante crescimento. Com essas sondas, espera-se

explorar simultaneamente varios sinais e compensar as limitacfes particulares de cada
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modalidade de técnica, quando elas sdo usadas separadamente. Em geral, o proposito dessas
nanossondas envolve, por exemplo, adquirir respostas complementares sobre interacdes e
eventos bioldgicos para melhor estudar doencas complexas e multifatoriais em nivel celular,
tais como o cancer (QUARTA et al., 2019; VERWILST et al., 2015; ZHAO et al., 2021).

Nesse contexto, tém surgido as associagdes de PQs com outros sistemas com o
objetivo de desenvolver nanossistemas Optico-magnéticos, unindo sinal para as técnicas
fluorescentes e IRM. Por um lado, as técnicas baseadas em fluorescéncia possuem
sensibilidade e especificidade bioguimica, viabilizando estudos de processos biologicos a
nivel celular e sub-celular em tempo real com alta resolucéo, podendo chegar a menos de
200 nm nas microscopias épticas que quebram o limite de difracdo. No entanto, a utilizagdo
da luz limita a obtencéo de imagens anatémicas e de tecidos mais profundos (BALZAROTTI
etal., 2017; CABRAL FILHO et al., 2018; CAl et al., 2021; PEREIRA et al., 2018; ZHAO
etal., 2021).

Por outro lado, a IRM, que é uma técnica muito utilizada para diagndsticos, apresenta
alta resolucdo anatdmica e espacial, ao compararmos com outras técnicas como as baseadas
em raios-X (como a tomografia computadorizada - CT) ou em radiacdo gama (PET). Além
disso, a IRM ndo € invasiva e nao utiliza radiagdo ionizante. A limitacdo da IRM refere-se a
estudos de processos moleculares e celulares, devido a: (i) baixa sensibilidade e (ii) contraste
insuficiente, mesmo ao utilizar ACs, pois € desafiador a entrega eficiente desses compostos
localmente para adquirir imagens com esse nivel de detalhes. As imagens na IRM séo
formadas a partir do monitoramento de sinais dos tempos de relaxacao (longitudinal — Ty e
transversal — T2) do spin nuclear dos protons de *H das moléculas de agua existentes nos
tecidos, gerados por uso de gradientes de campo magnético (GIL; GERALDES, 2002). A
eficiéncia dos ACs é medida em termos da grandeza relaxividades r1 e r2 (associadas,
respectivamente, a T1 e T2). Quanto maior ry e rz, maior a capacidade do AC de reduzir os
respectivos T1 e T2 e mais eficiente € 0 AC. A classificacdo se um AC atuaem Ty ou T2 €
dada pela razéo a= r./r.. Exemplos de AC que atuam em T sdo as NPs de 6xido de ferro e
que atuam em T1 sdo os quelatos de Gd(I1l) (ALBUQUERQUE et al., 2021; CABRAL
FILHO et al., 2018).

Entdo, para unir as potencialidades dessas técnicas, nanossistemas baseados em PQs
e materiais paramagnéticos, ou superparamagneticos, tém sido desenvolvidos, tais como: (i)
ions complexados a ligantes, como na forma de quelatos de Gd(ll1) e (ii) NPs de 6xido de
ferro. Nesse contexto, ha também PQs dopados por ions paramagnéticos, como Gd(lll),



36

Mn(I1) e Fe(l11). Quando PQs sdo associados com NPs de éxido de ferro, além de potencial
para IRM, também viabilizam (bio)separacédo e detec¢do de analitos, bem como estudos em
hipertermia (CABRAL FILHO et al., 2018; MCADAMS et al., 2017; PEREIRA et al.,
2018). De forma geral, para se usufruir de todo potencial das nanoestruturas bifuncionais
Optico-magnéticas, é interessante que: (i) envolvam métodos de preparacdo pouco
laboriosos; (ii) tenham tamanho apropiado para aplicac@es bioldgicas; (iii) apresentem boa

estabilidade coloidal e (iv) possuam alta relaxividade na IRM e alta fluorescéncia.

Em relacdo a associacdo dos PQs aos quelatos de Gd(lIll), existem algumas
estratégias que vém sendo desenvolvidas, tais como: (i) revestimento de PQs com moléculas
contendo quelatos-Gd(l11), como lipideos, (ii) encapsulamento de PQs de quelatos-Gd(lI11)
livremente dentro de nanoestruturas, como micelas e lipossomas, e (iii) conjugacao direta de
quelatos-Gd(l11) na superficie de PQs (GHAGHANDA et al., 2009; LIU et al., 2011;
MULDER et al., 2005). As duas primeiras, no entanto, ndo tém apresentado grandes
incrementos na relaxividade na IRM, devido a dificuldade de troca da agua coordenada
diretamente ao centro paramagnético com a dgua do meio, principalmente quando estdo
encapsulados. Além disso, geralmente, essas estratégias ndo originam sistemas com tamanho
nanomeétrico ideal para aplicacbes bioldgicas. Em relagdo a ultima abordagem, como
exemplificada na Figura 11, apresenta-se como a mais promissora, porque mantém o
didmetro hidrodindmico final das nanossondas mais compativeis com as estruturas e
sistemas bioldgicos a serem estudados, além de favorecem a dindmica de troca da agua, pois
ndo ha barreira que interfira na troca de moléculas de agua, o que é relevante para se atingir

maiores relaxividades.

Por essas razbes, a abordagem de conjugacdo direta a superficie dos PQs foi
escolhida para desenvolver a nanossonda bifuncional dptico-magnética dessa tese, baseada
em quelatos de Gd(lIl). Vale mencionar que essa abordagem é também interessante por
concentrar varios ions de Gd(I1I) por unidade de NP, intensificando o sinal de RMN com
mais eficiéncia e contribuindo para uma melhor relaxividade e, portanto, contraste
observavel nas imagens. Para uma melhor compreensao dos fundamentos e vantagens dessa
proposta, a proxima se¢do introduzira sobre a técnica de IRM, propriedades relacionadas a

ela e aos seus principais AC paramagnéticos.
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Figura 11 - Propriedades optico-magnéticas em uma Unica nanossonda para aplicacGes em estudos
simultaneos por sinal paramagnéticos, como imagem por ressonancia magnética (IRM), e por sinal

fluorescente, como imagem dptica-fluorescente (IOF).
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3.2.1 Fundamentos da IRM e Agentes de Contraste Paramagnéticos

A técnica de IRM se baseia no fendmeno da RMN, descoberto desde a década de 40,
somente teve uma primeira imagem demostrada na década de 70. Desde entdo, a IRM ¢é
considerada como uma importante ferramenta para o diagnostico clinico e estd em constante
evolucdo para melhoria de suas propriedades (DAMADIAN, 1971; LAUTERBUR, 1973).

Em geral, a IRM reconstréi imagens projetadas em trés angulos (sagital, coronal e
transversal), as quais sdo registradas através da rotagdo eletrbnica do magneto e
reconfiguracdo das bobinas emissoras e receptoras no angulo desejado para captar o sinal
das estruturas de interesse, em torno do paciente ou animal na experimenta¢do. Uma outra
possibilidade € a obtencdo de imagens de estruturas anatdmicas sob diferentes angulacdes,
em varios planos (tridimensionais) (NARSUDE et al., 2016).

A imagem obtida através da RMN ¢é baseada na diferenca de tempos de relaxacdo
longitudinal e transversal (T1 e T, respectivamente) dos spins nucleares dos *H presentes em
tecidos normais e alterados. E possivel obter sinal a partir dos *H, por serem (i)
abundantemente presentes no corpo humano (80%) e (ii) sensiveis ao fendBmeno de RMN,

ocorrendo alinhamento dos spins nucleares quando expostos a um campo magnético (Bo)
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como mostra a Figura 12 (ALBUQUERQUE et al., 2021; TERRENO et al., 2010).

Quanto aos spins nucleares dos 'H, ha dois possiveis alinhamentos na presenca de
um campo magnético Bo: paralelo (estado de menor energia, spin +)2) ou antiparalelo (estado
de maior energia, spin —2). Quando em temperatura ambiente, o nimero de spins nucleares
alinhados paralelamente a Bo ¢ ligeiramente superior, resultando em uma magnetizagao Mo
paralela a0 campo magnético (Bo). Sabendo-se que em equilibrio Mo =Mz e z € o eixo
longitudinal, para que seja possivel mensurar Mo, aplica-se um campo oscilante (Bi1)
perpendicular, ressonante a frequéncia de Larmor (ou de precessdo) dos protons de 'H, com
o intuito de deslocar o vetor magnetizacéo resultante para o plano transversal (xy). Quando
B1 € cessado, a magnetizacdo resultante retorna ao estado de equilibrio, ocorrendo a
liberacdo da energia absorvida (na regido de radiofrequéncia), sendo esse processo
denominado de relaxa¢do (PEREIRA; GERALDES, 2007).

Esse processo de relaxagdo quando os *H retornam ao equilibrio é modulado pelas
constantes exponenciais de tempo (T: e Tz), enquanto a primeira (Ty) reflete o
retorno/recuperagcdo da magnetizagdo Mo no eixo longitudinal z, a ultima (T2) reflete o
desaparecimento/perda do sinal no eixo transversal xy. Na IRM, isso depende das
propriedades fisico-quimica e morfoldgicas das estruturas bioldgicas e microambiente,
resultando em imagem com contrastes diferentes (PEREIRA; GERALDES, 2007).

Para que as imagens obtidas apresentem melhor contraste e qualidade, pode-se
administrar ACs, 0s quais podem ser compostos paramagnéticos ou superparamagnéticos.
No entanto, essa finalidade ndo depende somente do AC escolhido, e sim da afinidade dos
tecidos por eles, como por exemplo, os tecidos tumorais apresentam elevada vascularizagéo
e metabolismo caracteristicos que propiciam uma maior retencdo/captacdo desses ACSs,

comumente, aumentando-se 0 contraste comparado aos tecidos normais.



39

Figura 12 - (A): Orientagao energética dos spins nucleares de *H. A esquerda, spins com orientagio
aleatoria na auséncia de campo magnético externo (Bo = 0). A direita, paralela e antiparalelamente,
na presenca de campo (Bo > 0). (B): Exemplos de imagens ponderadas nos tempos de relaxacao
longitudinal (T1 - mais claras, a esquerda em B) e transversal (T, —mais escuras, a direita em B). (C):
Exemplo de quelatos de Gd(l11) baseados em ligantes linear (a esquerda, DTPA) e ciclico (a direita,
DOTA).
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A grandeza que avalia a eficiéncia desses ACs é em termos de relaxividade (ri, dada
em st.mM?, i =1,2), que indica o quanto o AC é capaz de reduzir os tempos de relaxacéo
dos H das moléculas de agua por unidade de concentragdo (mM) do fon paramagnético.
Essa grandeza pode ser obtida a partir da seguinte equacéo:

Robs_Rdia .
rp ==t Equacdo 1
na qual, C é a concentracdo de ions magnéticos e R{’ZS ¢ a taxa de relaxacdo longitudinal e
transversal (1/ T12) dos *H da dgua observada na presenca de ions magnéticos. Enquanto
R refere-se & contribuicdo diamagnética, ou seja, na auséncia do fon magnético. De
acordo com a Equacdo 1, quanto menores os valores de Ti e Tz, maiores serdo as

relaxividades (r1 ou r2) e maior a eficiéncia do AC.

Essas relaxividade do eixo longitudinal (r1) e transversal (rz) diferem entre si e
dependem do campo Bo. Quando os materiais atuam em Ti1 (tempo de relaxagéo
longitudinal), fornecem imagens com contraste positivo (claro), devido ao contraste
hiperintenso. Isso ocorre, por exemplo, em estruturas ricas em gordura (*H ligados ao
carbono), como a massa encefélica (Figura 12-B, a esquerda). Enquanto materiais atuantes
em T (tempo de relaxacgdo transversal), geram imagens com contraste negativo (escuro),
devido ao contraste hipointenso. Isso pode ser observado nas estruturas ricas em agua (*H
ligado a oxigénio), como o liquor (Figura 12-B, a direita). E importante salientar que Ty e
T2. ndo sdo independentes, logo, ACs apresentam atua¢do em ambos, mas podem predominar
para 0 contraste ser positivo ou negativo. Para exemplificar, temos ACs conhecidos como
ponderados em T1, como 0s ACs contendo ions Gd(l11), e ACs ponderados em T2, como NPs
de oOxido de ferro. No caso de nanossondas multifuncionais envolvendo NPs, também
relaciona-se essas grandezas a concentracdo de NP, fornecendo relaxividade por unidade de
NP em mM (PEREIRA; GERALDES, 2007; PEREIRA et al., 2019b).

Com o objetivo de aprimorar o contraste na IRM utiliza-se 0 ACs. Os ACs mais
estudados e aplicados clinicamente sdo ainda aqueles de baixo peso molecular, os quais,
apresentam incrementos nos efeitos de relaxagao, com contribui¢fes importantes de esfera
interna e, geralmente, contribuicdo insignificante da esfera externa. O aumento da
relaxividade (ri) surge da interagdo do momento magnético dos elétrons desemparelhados
do Gd(Il) com o momento magnético nuclear dos ‘H (CARAVAN et al., 1999;
MERBACH; HELM; TOTH, 2013). Temos os ACs que apresentam ions Fe(ll) e Mn(ll)
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(metais de transicdo), e, ion Gd(l11) (metais de transicdo interna), os Ultimos se destacam,
devido ao elevado paramagnetismo (apresentando sete elétrons desemparelhados, ou seja,
maior densidade de spin), o que resulta em elevada eficiéncia como AC (MERBACH,;
HELM; TOTH, 2013; SHOKROLLAHI, 2013).

Dessa forma, os ACs baseados em quelatos de Gd(l11) sdo muito atrativos, devido a
algumas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, como podemos citar: (i)
hidrofilicidade; (ii) estabilidade quimica, (iii) elevada relaxividade em solucao aquosa; (iv)
baixa toxicidade (in vivo) e (V) rapida e eficiente taxa de filtracdo e excrecdo. Ainda nesse
contexto, tais caracteristicas podem estar relacionadas a dose necessaria do AC para se obter
resposta na IRM. Quando em contato com meio biol6gico, pode ocorrer liberagdo dos ions,
devido a competicdo com ions enddgenos, tais como, o zinco — Zn(l1), processo chamado de
transquelacdo/transmetalacdo, o qual pode ser simulado in vitro visando aplicabilidade mais
segura (PEREIRA et al., 2019b). No entanto, em relacdo a essa Ultima observacdo, 0s
quelatos ciclicos se destacam por apresentarem: (i) maior afinidade pelo Gd(I11), mesmo na
presenca desses ions endogenos, (ii) estabilidade cinética e termodindmica, (iii) baixo risco
de dissociacdo em fluidos biologicos, sendo (v) bem tolerados e com (vi) menor efeito toxico
(AIME; BOTTA; ERMONDI, 1992; HERMANN et al., 2008; NWE et al., 2010; PEREIRA
et al., 2019Db).

De forma geral, esses quelatos de Gd(lll) sédo definidos como compostos de
coordenacado, que estruturalmente apresentam um ligante multidentado (mais comumente,
poliaminocarboxilados), ciclico (como o DOTA, derivado do comercial Dotarem) ou linear
(como o DTPA, comercialmente conhecido como Magnevist -acyclic diethylenetriamine-N,
N',N'\N",N"-pentaacetic acid), complexados ao ion paramagnético Gd(Il), como ilustra a
Figura 12-C. Os ligantes lineares, como as triaminas aciclicas derivam da dietilenotriamina
(diethylenetriamine  pentaacetic  acid), enquanto os ligantes ciclicos (ou
tetraazamacrociclicos), sdo derivados do cicleno (1,4,7,10-tetraazaciclododecano)
(HERMANN et al., 2008).

Esses ligantes podem possuir multiplos nimeros de coordenacgéo (8 a 12), a depender
tanto do tamanho do ion quanto do ligante (tamanho, volume, nimero de atomos doadores
e rigidez). Além do ion coordenado ao ligante, ha a presenca de pelo menos uma molécula
de agua na esfera interna diretamente coordenada ao centro do ion paramagnético
(HERMANN et al., 2008). O processo de relaxagdo paramagnética pode ser exemplificado
pela Figura 13, o qual consiste nas contribuigdes: (i) da esfera interna — relacionada com a
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quantidade de moléculas de agua coordenadas ao ion central, (ii) da taxa de troca (1/tm)
dessas moléculas com aquelas presentes no meio (bulk) e (iii) da esfera externa, que séo as
moléculas que se difundem nas proximidades do ion central. Logo, os fatores que
influenciam na relaxividade dos sistemas, sdo: (i) o numero de aguas presentes na esfera
interna de coordenagdo, (ii) o tempo de rotagdo do complexo paramagnético (tr),
correlacionado com o tamanho, a mobilidade e a massa do mesmo, e (iii) o tempo de difuséo
de moléculas de agua nas proximidades do complexo contendo o ion paramagnético (tp)
(Figura 13).

Figura 13 - Esquema de moléculas de agua interagindo com o centro do ion paramagnético (esfera
interna) de quelato Gd(I11) em solucdo e os tempos de residéncia da agua coordenada ao ion metalico

central (twm), rotacional do complexo (tr) e de difusdo da dgua nas proximidades do ion (tp).
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Fonte: Adaptada de Hermann et al. (2008).

Esse processo da dinamica da taxa de troca de agua coordenada ao centro metalico
com as moléculas de dgua do meio (bulk) € um dos mecanismos que explica o fendbmeno de
relaxacdo desses compostos, 0s quais podem ser alterados quando eles estdo associados a
macromoléculas (como proteinas e polissacarideos) ou NPs. Nesse caso, podem interferir
nos tempos de difusdo de moléculas de agua da esfera externa proximas ao sistema (tp), e
consequentemente nos valores de relaxividade transversal (r2), visto que resultam em um
sistema com uma ordem de grandeza a maior em tamanho que os ACs moleculares, que
também depende do tipo de interagcdo com essas estruturas, se € diretamente na superficie ou
através de ligantes ou intermediarios, onde nesse caso pode alterar a mobilidade do
complexo, que por sua vez reflete-se na variagdo do tempo de rotacdo (tr),
consequentemente influenciando em r; (FERREIRA et al., 2012; LIPARI; SZABO, 1982;
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PEREIRA et al., 2019b).

Essa coordenacdo e dindmica de troca de moléculas de &gua interferem na
relaxividade dos ACs e sdo influenciadas por alguns aspectos, como a localizacdo deles
quando estdo em contato direto com as moléculas de agua do bulk, ou ndo (quando
encapsulados em vesiculas, como lipossomas), como exemplificado no esquema da Figura
14-B. Essa Ultima condic&o, reduz a troca de &gua do bulk com &gua coordenada diretamente
com o centro Gd(I1), devido a presenca de uma barreira de permeabilidade imposta pela
membrana (ZHOU; LU, 2013). Ghaghanda et al. (2009) observaram um aumento da
relaxividade quando os ACs estavam conjugados na superficie das nanoestruturas como no
exemplo central da Figura 14-B, pois limita a mobilidade e tr, além de viabilizar uma efetiva
troca de 4gua do bulk com a &gua coordenada com o centro magnético (GHAGHANDA et
al., 2009). Ainda nesse esquema da Figura 14-B, quando o lipossoma apresenta tanto os
quelatos conjugados na superficie quanto internamente, observa-se eficiéncia ainda maior
na reducao dos tempos de relaxacdo (em termos de relaxividade), devido a variacdo da taxa
1/tm, do 1R, além de uma oferta de Gd(l11) por unidade de lipossoma, diminuindo a dose
para se obter contraste. Além de aumento na relaxividade longitudinal (r1), por se tratar de
sistema nanoparticulado, héa interferéncia na relaxividade transversal (r2), diferente da acdo
dos quelatos de Gd(l1l) quando sozinhos no meio na forma molecular (GHAGHANDA et
al., 2009; KARATHANASIS et al., 2008).

Figura 14 - Imagem esquematica de lipossoma como carreador de quelatos de Gd(I11) distribuidos:

(1) livres no seu citoplasma; (2) na superficie interna e externa e (3) em ambas opgdes (1, 2).

Quelatos
de Gd(lll)

’_————\

Fonte: Autoria propria e adaptacfes de Hermann et al. (2008) e Ghaghanda et al. (2009).

No préximo topico, serdo exemplificados alguns trabalhos que envolvem ACs

Optico-magnéticos estabelecidos por meio da estratégia de associar quelatos de Gd(I11) a PQs
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por meio de conjugacdo direta, visto que € uma abordagem de nosso interesse, pois é mais
pratica e favorece a dinamica de troca de &gua do centro paramagnético com as moléculas
de agua presentes no meio, a qual foi explorada por um artigo experimental que compde a

secdo de resultados dessa tese.

3.2.2 Nanossondas Optico-Magnéticas Baseadas na Conjugagao Direta de PQs-
Quelatos de Gd(I111)

Dentro do contexto do desenvolvimento de nanossondas dptico-magnéticas baseadas
na conjugacao direta de quelatos de Gd(l11) a PQs, é importante salientar que a estratégia de
conjugacéo deve seguir as orientacdes da secdo 3.1. Visto que, ela aborda sobre conhecer a
superficie ativa dos PQs, seus grupos funcionais e dos demais componentes que se deseja
associar. Dessa forma, € possivel escolher a melhor estratégia, tipo de ligacéo e condigdes

experimentais mais adequadas para estabelecer uma efetiva conjugacéo.

Para exemplificar, na Figura 15, temos um PQ com a superficie funcionalizada com
grupos carboxilicos, aptos a interagirem com aminas de quelatos paramagnéticos para a
conjugacao direta de varios desses ACs na superficie da NP. Como mencionamos na se¢ao
anterior (3.2.1), essa abordagem é vantajosa por permitir a concentracdo de varios ACs por
unidade de PQs e a localizacdo deles na superficie favorece o aumento da relaxividade,
devido a melhor dindmica de troca de agua. A seguir, ilustraremos alguns estudos que
utilizaram essa mesma abordagem de ligacao direta que utilizamos neste trabalho.

Figura 15 - Superficie ativa de PQs core/shell com grupos carboxilicos disponiveis para concentrar
mais de um quelato de DOTA-Gd(IIl) com grupos aminas por conjugacdo direta e formar

nanossondas bifuncionais dptico-magnéticas de PQs-DOTA-Gd(III).

Ponto quéntico

core/shell Superficie ativa com Quelatos de DOTA-Gd(1Il) com

grupos carboxilicos grupos aminas

Fonte: Autoria propria.



45

Stasiuk e colaboradores conjugaram quelatos de Gd(lll) na superficie de PQs
hidrofébicos de InP/ZnS, necessitando de etapa posterior para torna-los compativeis com
agua, utilizando a penicilamina para promover troca de ligante. Inicialmente, eles
prepararam quelatos de Gd(lll) pela reacdo de derivados do DPAA (1,4,7-
triazacyclononane-1,4-dibis(methylene)dipicolinic acid) e &cido lipdico. Confirmaram a
ligacdo de ions de Gd(l1l) na superficie dos PQs com base em medidas de susceptibilidade
magnética e espectroscopia de UV-visivel, a qual aumentou o didmetro das NPs de 6,9 a 8,6
nm (pelo DLS). A conjugacéo ndo levou a modificacdes no comprimento de onda maximo
de emissdo, em torno de 620 nm, porém, 0s autores reportaram uma reducao significativa do
rendimento quantico ao torna-los hidrofilicos. Isso demonstra o quanto é importante atentar
para 0s parametros experimentais para o desenvolvimento desses sistemas nanoparticulados,
pois precisa-se manter as propriedades de ambos 0os componentes. Ainda neste trabalho, 0s
autores conjugaram PQs-DPAA-Gd(III) ao peptideo de penetracdo celular (maurocalcine,
MCa) com o intuito de promover a internalizacdo deste sistema. Na Figura 16, se pode
observar, em verde, PQs-DPAA-Gd(I11)-MCa dentro das células de ovario de hamster chinés
(células CHO, por 2 h de incubacédo), a membrana plasmatica das células, em vermelho, esta
marcada com rodamina conjugada a concanavalina A (Figura 16). Pelas medidas
relaxométricas, obtiveram: r1 por PQ de 900 mM.s%; ry por Gd (111) de 13 mMt.s? (a 0,81
T e 25 °C), essa ultima 3 x maior que o AC comercial na forma molecular, associando um
total de 80 Gd(I1I) por PQ. Na IRM, apds 15 min da injecdo dos PQs-DPAA-Gd(I11)-MCa
(Figura 17-A), o sinal foi distinto do contraste obtido apenas pelo Dotarem comercial (Figura
17-B), em cérebro de rato. Além disso, essa sonda PQs-Gd(l11)-MCa teve um elevado tempo
de retencdo e manteve sinal de RMN intenso e mensuravel apés 4 h (a direita na Figura 17-
A) (STASIUK et al., 2011).

Como mencionado na secdo anterior (3.2.1), quando os quelatos de Gd(Ill) estdo
ligados na superficie dos PQs, pode haver um aumento da relaxividade (aumento da
eficiéncia do AC em reduzir os tempos de relaxacéo), devido & adequada troca de agua pela
restricdo da rotagdo interna do complexo (HERMANN et al., 2008). A partir dessa
abordagem, Stasiuk et al. (2013) otimizaram a relaxividade das nanossondas utilizando o
mercaptobenzdico como “ligante adaptador”, que € mais rigido, reduzindo a rotacdo interna
do complexo, alterando a taxa de troca de aguas coordenadas com os ions, melhorando a
relaxividade em relacdo aos demais sistemas preparados, r1 por PQ de 2.523 mMts?;

otimizada em comparacao ao trabalho do mesmo grupo, em 2011, r1 por Gd (l1I) de 31,5
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mM2s?(a 0,81 Te 25°C), essa Gltima quase 8 x melhor que o quelato molecular, pois
associou em torno de 115 ions por NP (STASIUK et al., 2011, 2013).

Figura 16 - Imagem de células CHO (células de ovario de hamster chinés) marcadas com rodamina-
concanavalina A (em vermelho — em A e D); PQs apenas com DPAA-Gd(II1) (em verde, em B) e
PQs com DPAA-Gd(IIl) e MCa (maurocalcine, em verde, em E). As sobreposi¢cdes das imagens

estdo: imagem C (A e B) eimagem F (D e E).
A B
D E

Fonte: Adaptada de Stasiuk et al., (2011).

Figura 17 - Imagem de cérebro de rato incubado com PQs-DPAA-Gd(I11)-Mca (imagens superiores,
em A) e com Dotarem (imagens inferiores, em B), por 15 min (imagens a esquerda) e ao longo de 4
h (imagens a direita), todas imagens de IRM ponderadas em T; foram obtidasa 7 T.

Fonte: Adaptada de Stasiuk et al., (2011).
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Além dessa atuacdo do ligante ou intermedidrios utilizados na estratégia de
conjugacao, outras contribuigdes séo relevantes em termos de eficiéncia do AC em fornecer
contraste observavel, principalmente, quando consideramos os sistemas Optico-magnéticos
em ambiente intracelular. Starmans et al., (2011) observaram que os PQs conjugados a RGD
(arginina-glicina-acido aspartico) e Gd(lll) associado a camada lipidica, quando
internalizados pelas células, reduziram a relaxividade longitudinal (T1), comparando-0s com
0S mesmos sistemas em solucgdo, porque nessa configuracdo, devido a endocitose, as células
captam esses nanossistemas em endossomos, aprisiona-os e dificulta a troca de agua do ions
Gd(I11) com o meio (STARMANS et al., 2011).

Além dessa atuacdo do ligante ou intermediarios utilizados na estratégia de
conjugacao, outras contribuicGes sdo relevantes em termos de eficiéncia do AC em fornecer
contraste observavel, principalmente, quando consideramos os sistemas Optico-magnéticos
em ambiente intracelular. Starmans et al., (2011) observaram que os PQs conjugados a RGD
(arginina-glicina-acido aspartico) e Gd(lll) associado a camada lipidica, quando
internalizados pelas células, reduziram a relaxividade longitudinal (T1), comparando-0s com
0s mesmos sistemas em solucgdo, porque nessa configuracdo, devido a endocitose, as células
captam esses nanossistemas em endossomos, aprisiona-os e dificulta a troca de agua do ions
Gd(I11) com o meio (STARMANS et al., 2011).

Yang et al. (2017) conjugaram o ligante linear DTDTPA (2-[bis [2- [carboxymethyl-
[2-ox0-2-(2-sulfanylethyl-amino) ethylJamino] ethyl] amino] acetic acid) a PQs ternarios e
hidrofébicos de CulnS./ZnS, somente depois adicionaram os quelatos de Gd(IlIl). As
nanossondas éptico-magnéticas apresentaram diametro de 24.7 + 2.7 nm, discreto red shift
pelo espectro de emissao, discreta diminuicdo da intensidade de fluorescéncia, rendimento
quantico reduzido de 29 para 19%. Além disso, observaram evidente marcacdo fluorescente
de células HeLa apds 24 h de incubacéo pela microscopia de fluorescéncia, r1 por Gd(l1) =
11 mM1.st(a 3 T), mais eficiente cerca de 2,5 x do que o quelato molecular correspondente
e marcacéo eficiente e prolongada de tumor in vivo, em ratos, por IRM e microscopia de
fluorescéncia (YANG et al., 2017).

Jin et al. (2017) prepararam um nanossistema com ligante ciclico do tipo DOTA-
Gd(111) conjugado ao agente estabilizante/funcionalizante glutationa de PQs de CdSeTe/CdS
sintetizados em meio organico seguido de troca de ligante. Esses autores apresentaram ry por
PQs =365 mM.s (em campo elevado, 500 MHz, 25 ° C), os quais poderiam ser melhores

em medidas relaxométricas em campos mais baixos. Os valores de r1 por Gd(I11) ndo foram
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relatados.

McAdams et al. (2017) associaram 620 quelatos de Gd (I11) & superficie dos PQs de
CdSe/CdS/zns, valor estimado atraves de ICP-MS e usaram os quelatos formados a partir
do ligante linear (DTPA) (Figura 18-A). As nanossondas apresentaram diametro de 8,4 +
0,9 nm e evidente reducdo da intensidade de fluorescéncia apos a adi¢do dos DTPA-Gd(III),
Figura 18-B. Os autores constataram potencial para obtencdo de IRM ponderadas em Ty,
como observado na Figura 18—-C, e pelas medidas de r1 por PQs = 6800 mM™.s%; ry por
Gd(I1) = 11 mM1s? (1,06 T, 37 °C), esse Gltimo foi superior ao DTPA-Gd(I11) na forma

molecular (r1 = 3,3 mM™. s,

Figura 18 - Representacdo esquematica da nanossonda Optico-magnética desenvolvida por
McAdams et al. (2017). Em A: esquema da preparag&o utilizando ligante linear DTPA complexados
com quelatos de Gd(I11). Em B: espectro de emissdo dos PQs, linha em vermelho, e PQs-quelatos de
Gd(l1), linha em roxo (Aexe = 400 nm). Em C: Imagens dos sistemas ponderadas em T; (3 T)

mostrando aumento do contraste brilhante, de cinza ao branco, com 0 aumento da concentracdo de

nanossonda.
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Fonte: Adaptado de McAdams et al., (2017).

Ma et al. (2018) prepararam PQs de Ag.Se (Seleneto de prata) em meio organico,
modificando-os com um &cido (octylamine-polyacrylic acid - OPA) e PEG (polietileno
glicol) aminado. Em seguida, ativaram os PQs apenas com o EDC para conjugar a quelatos
de DTPA-Gd(III). As sondas PQs-DTPA-Gd(I11) apresentaram diametro final de 13,5 nm
(pelo DLS), manutencéo do perfil dos espectro de absorcdo e emissdo, mas ndo mostraram
0 quanto a intensidade da fluorescéncia foi modificada apds o processo de conjugacao. Pela
relaxometria, PQs-DTPA-Gd(I1l) apresentaram r1 por Gd(ll) = 2,98 mM=1s? (3 T). De
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acordo com os ensaios in vitro, com células MDA-MB-231, e in vivo, com ratas fémeas,
apresentaram baixa toxicidade e propriedades para atuarem como sondas duais em IRM e

técnicas fluorescentes (MA et al., 2018).

Por fim, para maiores informacdes, detalhes e discussdo sobre os assuntos dos
ultimos tépicos abordados, incluindo as diferentes abordagens de associagdo de PQs com
quelatos de Gd(l11) também indicamos a leitura complementar do capitulo de livro publicado
em co-autoria na “Encyclopedia of Nanoscience and Nanotechnology” intitulado “Bimodal
Nanostructured Materials Containing Quantum Dots for Optical and Magnetic Resonance
Imaging”, localizado no apéndice B dessa Tese (PEREIRA et al., 2018). Por fim, ainda
inspirando-se nos desafios impostos a compreensdo da biologia do cancer, bem como nas
potencialidades das novas nanossondas baseadas em fluorescéncia, outra molécula de

interesse para associar aos PQs € a glicose.
3.3 GLICONANOPARTICULAS FLUORESCENTES

3.3.1 Aspectos Gerais da Captacdo da Glicose por Células de Cancer

O céancer apresenta uma reprogramacdo metabdlica, tornando-se dependente de
alguns nutrientes de forma diferente de quando as células estdo em condi¢des normais. Tais
condigdes sdo fatores fundamentais para a nova demanda de energia, taxa de proliferacéo
acelerada, além de aprimoramentos das estratégias de sobrevivéncia diante de condigdes
adversas do microambiente, padrbes de invasibilidade, metastase e resisténcia a agentes
terapéuticos (BARRON et al., 2016; DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016; PHAN;
YEUNG,; LEE, 2014).

Para se desenvolver estratégias e ferramentas inovadoras para fins de estudo,
diagndstico e tratamento relacionados ao cancer, faz-se necessario uma melhor compreenséo
dessa reprogramacdo metabdlica e vias alteradas, principalmente quando associadas a uma
maior capacidade de metéastase (DEBERARDINIS; CHANDEL, 2016).

Diante da complexidade dessa doenca, tem-se buscado um maior entendimento da
biologia do cancer, das alterac6es das vias metabolicas, do padrdo de captacao/internalizacao
de nutrientes essenciais. Também se tem procurado por moléculas de direcionamento
eficiente ao alvo de interesse para fins de diagndstico e terapia do cancer. De forma geral, 0
metabolismo de muitos nutrientes encontra-se alterado nas células de cancer, dentre algumas

(bio)moléculas ja estudadas, carboidratos como a glicose, se destacam. Isso porque essas
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celulas dependem fortemente da glicose como a principal fonte para producdo de energia,
isso também vale para células saudaveis de mamiferos (BARRON et al., 2016).

Comumente, ha um aumento na expressao e atividade de transportadores de glicose
em células de cancer, em resposta ao microambiente tumoral de hipoxia e de acidez elevada
(por conta da eliminacdo de acido latico a fim de evitarem o processo de apoptose). De forma
geral, o processo de captacao/internalizacdo de glicose pelas células de cancer é considerado
complexo diante das variacBes genéticas de seus transportadores e de subtipos presentes nas
células e tecidos (PHAN; YEUNG; LEE, 2014; ZHAO; ZHANG, 2016).

A internalizacdo/captacdo da glicose pela célula pode ocorrer de duas formas: (1)
passivamente, baseado no gradiente de concentracdo, ou (2) ativamente, favorecidos pelos
transportadores de glicose dependentes de sodio (SGLTs 1 a 6, gene SLC5HA) e
transportadores de glicose independentes de sodio (GLUTs 1 a 14 e H+/myoinositol
transporter (HMIT), gene SLC2A), os quais sdo diferentes em estrutura e em funcéo,
apresentando variag@es na afinidade aos substratos, propriedades cinéticas e expressdo nos
tecidos (POTTER; NEWPORT; MORTEN, 2016; ZHAO; ZHANG, 2016).

Os transportadores de glicose (SGLTs e GLUTs) atuam ndo somente na
captacdo/internalizacdo de glicose, mas sim de outras moléculas, como a glicosamina,
frutose, xilose, manose, galactose, mioinositol; apresentando uma afinidade variavel a cada
uma delas. Sobre a familia dos transportadores GLUT, em especial, eles se agrupam em
subtipos de acordo com similaridade estrutural, como: (1) GLUT-1; GLUT-2; GLUT-3;
GLUT-4; GLUT-14; (2) GLUT-5; GLUT-7; GLUT-9; GLUT-11; (3) GLUT-6; GLUT-8;
GLUT-10; GLUT-12; GLUT-13 e HMIT. Além disso, os papéis dos GLUTs-6 em diante
precisam ser mais estudados, enquanto os GLUTs de 1 a 4 ja sdo considerados mais
conhecidos (BARRON et al., 2016; THORENS; MUECKLER, 2010a, 2010b).

Esses SGLTs e GLUTSs sdo proteinas que estdo envolvidas em diversos processos
biologicos, apresentando: expressédo aumentada nas células de cancer, alteragédo da afinidade
por outras moléculas ou surgimento de novos transportadores, que ndo eram expressos na
célula normal, como esquematizado na Figura 19. Isso porque eles tém sido fatores
influenciadores no metabolismo e desenvolvimento tumoral. Estudos encontraram uma
elevada quantidade de transportadores SLGT1 em tecido de pulméo, ovario, célon e reto em
comparacdo com tecidos saudaveis, apresentando forte correlacdo com o desenvolvimento
do tumor (ZHAO; ZHANG, 2016).
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Preferencialmente, as células de cancer escolhem a glicose como molécula para
suprimento de suas necessidades energéticas, através da glicélise aerobica (efeito Warburg),
ao invés do metabolismo mitocondrial e a cadeia de fosforilacdo oxidativa para producéo de
energia, convertendo entdo o piruvato (proveniente da glicolise) em lactato/acido latico,
mesmo em condigdes ricas em oxigénio. Em termos bioenergéticos, esse processo apresenta
um rendimento baixo, no entanto, é mais rapido e produz o lactato, o qual pode ser utilizado
em outras vias biossintéticas (como a producdo de acidos nucleicos e aminoacidos). Além
disso, também ha a compensacao, através do aumentando a captacdo de moléculas de
glicose. Tudo isso, visando suprir a demanda acelerada da célula alterada, quando
comparadas as células normais. Na clinica, esse efeito Warburg tem sido utilizado para
avaliar tumores através de sondas moleculares baseadas normalmente no derivado de glicose
radiomarcada, FDG (COX; MACKIE; ELICEIRI, 2015, GANAPATHY;
THANGARAJU; PRASAD, 2009; MACHEDA; ROGERS; BEST, 2005).

Figura 19 - Representacdo esquematica de transportadores da familia GLUT e possiveis alteragdes
nas células de cancer, como: aumento do nimero (GLUT-A, em azul), manutengdo de quantidade e
afinidade diferenciada por outras substancias (GLUT-B, em vermelho), surgimento de novos
(GLUT-C, em amarelo).

Célula Normal Célula de Cancer

|l eLut-a [l cLut-B || GLUTC

Fonte: Autoria propria.

O BFDG sofre fosforilagdo ao entrar nas células, via GLUT, por hexoquinases,
gerando o ®FDG-6-fosfato, que se acumula no meio intracelular, mesmo estando
internalizado, o feedback € positivo para que mais ¥FDG entre na célula de cincer, o que é
mais acentuado em tumores mais malignos e avancados. Estudos dessas vias de captagéo por
GLUT, hexoquinases, bem como de seus inibidores sdo interessantes para melhor
diagnosticar/entregar/tratar os tumores (BARRON et al., 2016; RIEDL et al., 2007).
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Sabe-se que GLUT-1 é encontrado em praticamente todas as células em condi¢oes
normais, inclusive em altos niveis. No entanto, pode ocorrer uma expressdo anormal quando
as células se tornam cancerosas, por aumento da quantidade de GLUTS expressos, e até
mesmo surgir outros tipos de GLUTSs que antes ndo eram expressos no tipo celular quando
no estado normal/saudavel (Figura 19). Podemos exemplificar com as células epiteliais, que
quando saudaveis expressam GLUT-1 e -3, mas ndo expressam GLUT-4 e -12, quando
cancerosas superexpressam tanto GLUT-1 e -3, quanto outras GLUTs que normalmente néo

estavam presentes na condicdo normal (BARRON et al., 2016).

A expressdo de GLUTs tem apresentado dados discordantes, em termos de
quantidade e, consequentemente, de afinidade pelos substratos. 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
uma presenca de GLUT-1 mais evidentemente nas células de cancer de mama de grau 2 ou
3 do que no grau 1. Inclusive, o primeiro trabalho mencionado, indica que a captacédo de
BEDG pelas células de mama pode ocorrer por outra via € ndo pelo GLUT-1, mesmo ele
estando altamente expresso. Esses achados da literatura tém demonstrado a importancia de
estudar a via de internalizacdo dos diferentes analogos de glicose dentre os diversos tipos de

linhagem de cancer de malignidade variavel.

Além disso, sabendo que as células de cancer em geral tém grande potencial para
reprogramarem seu metabolismo, otimizando sua possibilidade de captarem energia por
outras hexoses ou vias de captacdo e partindo da observacédo que alguns tipos de cancer de
mama ndo expressam ou expressam baixos niveis de GLUT-1, Wuest et al. (2011)
propuseram um radiofarmaco baseado em frutose, alternativo ao tradicional da PET,
observando eficiente captacdo dele via GLUT-5 em linhagens de cancer de mama (GODOY
et al., 2006; KANG et al., 2002; WUEST et al., 2011).

Com o intuito de se atingir o entendimento do metabolismo da glicose como um todo,
bem como o papel e a expressao de seus transportadores, € relevante dominar a dindmica de
internalizacdo/captacdo de diferentes andlogos de glicose e suas vias nelas células. Dentro
desse contexto, se inserem as pesquisas translacionais que visam o desenvolvimento de
nanossondas que atuem especificamente e apresentem sinal para fomentar o embasamento
necessario para o entendimento de doencas, como 0 céancer, baseados em aquisicdo de

imagem e/ou biodetec¢des, com maior sensibilidade a fim de propor métodos que possam
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detectar cada vez mais precocemente e terapias mais eficazes (COX; MACKIE; ELICEIRI,
2015; LI1U; WELCH, 2012).

3.3.2 Sondas Fluorescentes Baseadas em Pontos Quénticos e Glicose

Para se obter analises celulares para entendimento do metabolismo da glicose no
cancer, tem-se construido plataformas, dentre elas, a associacdo de NPs como os PQs, pelo
fato desses nanocristais apresentarem diversas vantagens e grande potencial para uma
compreensdo mais aprofundada dos eventos bioldgicos de diversas doencas, em especial
para o cancer (GUNASEKERA; PANKHURST; DOUEK, 2009).

lgawa et al. (2014) formularam uma nanossonda baseada em PQs de CdSe
hidrofébicos, estabilizados com AMS ap6s troca de ligantes, e D-glicosamina. Para a
conjugacao os grupos carboxilicos dos PQs foram ativados apenas com EDC. Os conjugados
foram aplicados em células de osteosarcoma humano (NOS-1), os quais foram internalizados

e observadas no citoplasma dessas células apds 3 h de incubacdo (IGAWA et al., 2014).

Benito-Alifonso et al. (2014) também preparam PQs de CdSe/ZnS hidrofdbicos, mas
utilizando apenas o EDC como agente de acoplamento. Visando torna-los hidrofilicos, os
autores utilizaram a troca de ligantes, formulando trés nanossistemas hidrofilicos compostos
por moléculas tioladas derivadas de DHLA-PEG (acido lipdico - DHLA) ou acido
mercaptoacético (AMA). Na conjugacao com moléculas, utilizaram mais de um glicano, tais
como um derivado de glicose aminado. De acordo com os resultados, ao incubar 0s
conjugados PQs-glicose com o ligantes PEG-DHLA, néo visualizaram marcacao nas células
HelLa, mesmo incubando por mais de 24 h (BENITO-ALIFONSO et al., 2014).

Como discutimos na secdo de PQs (3.1), a sintese de nanocristais diretamente em
meio aquoso apresenta vantagens, pois ndo precisa de etapas posteriores para tornarem 0s
PQs hidrofilicos, as quais também tém impacto negativo na fluorescéncia. Além disso,
discutimos na secdo de (bio)conjugacgdo (3.1.2) e no artigo de revisdo (Apéndice A), a
estratégia escolhida para associar os PQs as (bio)moléeculas € um fator crucial para se obter

nanossondas bifuncionais estaveis e eficientes para os estudos a longo prazo.

Ranjbar-Navazi et al. (2019) preparou PQs de InP/ZnS/AMS, também hidrofobicos
e com etapa de troca de ligantes, os quais foram conjugados com D-GN (associada ou ndao
ao acido félico - AF). Os sistemas foram preparados utilizando os agentes de acoplamento
EDC/NHS. Eles observaram que houve endocitose por celulas neoplésicas de ovario

(OVCAR-3) e de pulmdo (A549) através de técnicas complementares de fluorescéncia
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(microscopia e citometria de fluxo), apo6s incubar as nanossondas por 2 h (RANJBAR-
NAVAZI et al., 2018).

Ge et al. (2019) sintetizaram PQs de Ag.Se, também conjugados & D-GN através do
EDC/NHS para estudo em linhagem de células de cancer de mama humana (MCF-7), as
quais foram incubadas com os nanossistemas por 4 h. Pela citometria de fluxo, eles
observaram 93,9% das células MCF-7. As células foram marcadas pelas nanossondas e
apresentaram uma marcacao por microscopia de fluorescéncia, como mostra a Figura 20 (GE
etal., 2019).

Figura 20 - Representacdo esquematica da nanossonda PQs-D-glicosamina (D-GN) desenvolvida
por Ge et al. (2019). Em A: esquema da conjugacéo utilizando PQs carboxilados, EDC/NHS, D-GN.
Em B: imagem de microscopia de fluorescéncia de células de cancer de mama (MCF-7), contraste a

esquerda e sobreposicao a direita.

S s s s e e e S .

Fonte: Ge et al. (2019).

De acordo com o contexto, ainda ha poucos trabalhos que utilizem PQs sintetizados
diretamente em meio aquoso, bem como estratégias de conjugacdes praticas e eficientes que
produzam conjugados duradouros e mantenham as propriedades dos componentes
envolvidos. Estudos desse tipo, desenvolvendo nanossondas a base de PQs e a sua efetiva
caracterizacgdo sdo importantes e precisam fornecer protocolos seguros para que os resultados
sejam confiaveis e evitem falsas interpretacdes para serem traduzidos e Uteis no contexto do

cancer.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa tese estdo apresentados na forma de: 1 artigo experimental
publicado; 1 capitulo de protocolo experimental publicado e 1 artigo experimental em

preparacdo para submissao e publicacéo.
4.1 ARTIGO PUBLICADO

O artigo “Hydrophilic Quantum Dots Functionalized with Gd(I11)-DOzA
Monoamide Chelates as Bright and Effective Ti-weighted Bimodal Nanoprobes” foi
publicado no periédico “Scientific Reports”, v. 9, n. 1, p. 1-5, 2019. Link de acesso:
https://doi.org/10.1038/s41598-019-38772-8.

Hydrophilic Quantum Dots Functionalized with Gd(I11)-DOTA Monoamide Chelates
as Bright and Effective Ti1-weighted Bimodal Nanoprobes

Maria I. A. Pereiral, Goreti Pereira?, Camila A. P. Monteiro!, Carlos F. G. C. Geraldes®*,
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Resumo

A ressonancia magnética (MRI) é uma ferramenta diagndstica ndo invasiva poderosa que
permite distinguir tecidos saudaveis de patologicos, com grande detalhamento anatémico.
No entanto, a ressonancia magnética € bastante limitada para investigacdo de eventos
bioquimicos moleculares/celulares, que pode ser alcancada por técnicas baseadas em
fluorescéncia. Assim, nesse estudo, desenvolvemos nanossistemas bimodais baseados em
uma conjugacdo direta de quelatos de monoamida DOTA-Gd(IIl) com pontos quanticos
(PQs) hidrofilicos, permitindo a combinacdo das vantagens das ferramentas de ressonancia
magnética e fluorescéncia. Esses sistemas nanoparticulados também podem melhorar o
contraste da ressondncia magnética, aumentando a concentracdo local de quelatos
paramagnéticos. Ensaios de transmetalacao, caracterizacdo optica e analises relaxomeétricas,
mostraram que as nanossondas bimodais desenvolvidas tém grande estabilidade quimica,
fluorescéncia intensa e altas relaxividades. Além disso, a analise de espectroscopia de
correlagdo de fluorescéncia (FCS) nos permitiu distinguir os nanossistemas que contém
diferentes quantidades de quelatos/PQ. Ainda, a espectrometria de emissao Optica com
plasma indutivamente acoplado (ICP-OES) indicou um rendimento de conjugacgéo superior
a 75%. Nossos nanossistemas mostraram relaxividades longitudinais efetivas por PQ e por
ion paramagnético, pelo menos 5 vezes [por Gd(l11)] e 100 vezes (por QD) maior do que ry
para quelatos Gd(l111)-DOTA, adequado para imagens ponderadas em Ti. Além disso, as
nanoparticulas bimodais ndo apresentaram citotoxicidade consideravel e marcaram células
HelLa de forma eficiente, conforme demonstrado por fluorescéncia. Assim, 0s nanossistemas
desenvolvidos apresentam potencial como sondas estratégicas para analises de fluorescéncia
e ressonancia magnética, sendo Uteis para a investigacdo de uma variedade de processos

bioldgicos.

Palavras-chave: nanossistemas, fluorescéncia, ressonancia magnética, bifuncional.
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4.2 CAPITULO DE PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O capitulo de protocolo experimental “Resazurin-based Assay to Evaluate Cell
Viability after Quantum dot Interaction” foi publicado na série Methods in Molecular
Biology do livro “Quantum dots: Applications in Biology ”, 2135: 214-222, 2019. Link de
acesso: https://doi.org/10.1007/978-1-0716-0463-2_12.

Chapter 12 - Resazurin-based Assay to Evaluate Cell Viability after Quantum dot

Interaction

Maria Isabela A. Pereira', Camila Aparecida P. Monteiro®, Weslley Felix!, Paulo E. Cabral Filho?,
Beate S. Santos, Adriana Fontes?.

!Biomedical Nanotechnology Group, Federal University of Pernambuco, Recife, Brazil

Resumo

As crescentes aplicacfes de pontos quanticos (PQs) como ferramentas Opticas nas ciéncias
da vida tém estimulado os pesquisadores a avaliar os efeitos dessas nanossondas na
viabilidade celular por meio de uma variedade de métodos, especialmente os colorimétricos.
Um dos testes mais aplicados é o ensaio MTT. Em comparacdo ao MTT, por exemplo, o
método a base de resazurina tem a principal vantagem de ndo avaliar as células diretamente,
eliminando assim os resultados falso-positivos que podem surgir da sobreposicdo das
absorbancias do PQ com o composto colorimétrico. Portanto, nesse capitulo, descrevemos o
ensaio de resazurina como um teste alternativo, simples, rapido, de sensibilidade,
reprodutivel e ndo toxico para avaliar a viabilidade celular in vitro apds a exposi¢do PQ.
Além disso, este teste apresenta uma vantagem adicional; as células permanecem viaveis

para procedimentos experimentais complementares, como migragédo ou adeséo celular.

Palavras-chave: Citotoxicidade; Resazurin; Resorufin Nanocristais.
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43  ARTIGO EM PREPARACAO

Gliconanoparticulas Fluorescentes Baseadas em Pontos Quénticos para

Estudos de Captacdo da D-Glicosamina por Células de Cancer

Resumo: O relevante papel da glicose no metabolismo das células de céncer vem
estimulando estudos sobre sua dindmica em nivel celular, os quais podem n&o s6 contribuir
para uma melhor compreensao da biologia do cancer como também para 0 aprimoramento
de métodos diagndsticos/terapéuticos focados neste carboidrato. Assim, neste estudo,
exploramos a excepcional resisténcia a fotodegradacdo e a superficie quimicamente ativa
para conjugacdo dos pontos quanticos (PQs) para desenvolver uma gliconanoparticula para
estudos de captacdo da glicose por células de cancer guiados pela alta sensibilidade da
fluorescéncia. Para tanto, PQs de CdTe carboxilados foram sintetizados em meio aquoso e
conjugados covalentemente a um analogo aminado de glicose, a D-Glicosamina (D-GN). Os
PQs e o0s conjugados foram caracterizados por espectroscopias de correlacdo por
fluorescéncia, absorcdo e emissdo. Adicionalmente, a eficiéncia e a especificidade da
conjugacdo foram avaliadas por uma nova metodologia, baseada no monitoramento da
interacdo dos conjugados com leveduras de Candida albicans funcionalizadas com
concanavalina A por citometria de fluxo. Os conjugados apresentaram alta fluorescéncia,
especificidade e permaneceram efetivos por pelo menos 4 meses. A nova metodologia
proposta nesse estudo se mostrou pratica, rapida, reprodutivel e quantitativa para avaliar a
eficiéncia e especificidade das gliconanoparticulas fluorescentes. Os conjugados foram
entdo incubados com células HeLa. A citometria de fluxo indicou uma alta captacdo da
glicose, em um curto periodo de incubacdo, com cerca de 97% de células marcadas. As
micrografias revelaram a presenca de vesiculas fluorescentes pelo citoplasma e areas
densamente marcadas proximas aos nucleos. Assim, podemos concluir que as nanossondas
PQs-D-GN desenvolvidas apresentam grande potencial para a elucidacdo de processos

celulares da carcinogénese por fluorescéncia.

Palavras-chave: fluorescéncia; glicosamina; cancer; células HeLa.
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1 - Introducéo

Os carboidratos constituem um grupo interessante e versatil de moléculas que podem
atuar como principais fontes de energia das células. Os carboidratos também estdo presentes
na superficie celular e desempenham uma variedade de funcdes fundamentais, desde a
sinalizacdo, adesdo, migracdo celular, até o desenvolvimento de doengas e processos de
metéstases [1,2]. Por essas raz@es, os carboidratos vém sendo moléculas alvo de estudo em
sistemas biologicos e guias para direcionar nanoparticulas (NPs) a alvos biologicos com

propdsitos de diagnostico e terapia para o cancer, por exemplo [3-5].

A possibilidade de associar carboidratos a NPs apresenta também potencial para
estudos de processos bioldgicos, tais como os relacionados com a captacdo e o metabolismo
dessas moléculas, especialmente por células de cancer. No entanto, ainda sdo poucos 0s
estudos que exploraram NPs para desvendar essa complexa relacdo dos carboidratos com

essas células [6-8].

Dentre os carboidratos, a glicose tem atraido interesse, e uma das razdes é sua
importancia no contexto do cancer [9]. De acordo com a teoria proposta pelo fisiologista
Otto Warburg décadas atras, as células de cancer apresentam uma maior captacao da glicose
(efeito Warburg), devido ao uso da glicélise aerdbica para produzir energia, contrastando
com as células normais [9,10]. Consequentemente, as células de cancer superexpressam
transportadores de glicose (GLUTS) para suprir essa necessidade metabolica alterada, os
quais podem ser alvos para estudos de processos intracelulares, diagnostico e entrega de

farmacos [10].

O efeito Warburg vem sendo explorado clinicamente na tomografia por emissao de
positron (PET), que combina um analogo de glicose, a 2-deoxi-D-glicose, com 8F
radioativo, o qual é absorvido em quantidades maiores pelos tecidos tumorais, em relagéo
aos saudaveis, proporcionando assim uma melhor visualizacdo para diagnostico,

estadiamento e monitoramento de terapia tumoral [11,12].

Ha ainda, no entanto, muito o que se compreender sobre a relacdo da glicose com o
cancer, para assim desenvolver métodos diagnosticos e terapéuticos mais efetivos e
personalizados, uma vez que a captagdo desse carboidrato pode também ser influenciada
pelo tipo de analogo da glicose utilizado, pela linhagem celular e até mesmo pela atuacéo

diferencial de diferentes GLUTSs [13-15]. Assim, técnicas baseadas em fluorescéncia, devido
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a sua alta sensibilidade e especificidade quimica, podem ser interessantes ferramentas para
ajudar a desvendar essa complexa interacdo [16,17].

Nesse contexto, associacfes de corantes organicos a glicose foram descritas na
literatura [18,19], o que estimulou o desenvolvimento de novos glicofluor6foros baseados
em sondas fluorescentes que possuem propriedades Opticas aprimoradas, tais como os pontos
quanticos (PQs) [4,6,20,21].

Os PQs possuem propriedades singulares que os tornaram nanoplataformas versateis
para estudos bioldgicos, tais como: (i) excepcional resisténcia a fotodegradacao, o que pode
também permitir o monitoramento de processos biologicos por longos periodos e (ii)
superficie ativa, composta por grupos funcionais que propiciam a conjuga¢do com diferentes
biomoléculas [22-25]. Além disso, os PQs possuem tamanho nanomeétrico, podendo ser
sintetizados diretamente em meio aquoso, sem necessitar de etapas adicionais para torna-lo

hidrofilico, favorecendo a interagdo com as células.

Dessa forma, neste trabalho apresentamos a preparacdo de uma nanossonda
constituida por PQs de CdTe -carboxilados altamente fluorescentes conjugados
covalentemente a um analogo de glicose aminado, a D-Glicosamina (D-GN). Aqui também
propomos uma nova metodologia préatica, rapida, reprodutivel e quantitativa para avaliar a
eficiéncia e especificidade de gliconanoparticulas fluorescentes, tais como a nanossonda
PQs-D-GN. A metodologia proposta se baseou na afinidade da glicose pela lectina
Concanavalina A imobilizada em leveduras de Candida albicans, utilizadas como suporte
bioldgico. Adicionalmente, a conjugacdo também foi caracterizada determinando-se 0s
diametros hidrodindmicos dos PQs e conjugados PQs-D-GN por espectroscopia de
correlagdo de fluorescéncia (do inglés, fluorescence correlation spectroscopy - FCS). As
nanossondas foram desenvolvidas visando aplicacbes em estudos de biologia do céncer
envolvendo captacdo/metabolismo de glicose, por isso, a potencialidade destes conjugados
foi também avaliada em ensaios com a linhagem celular de adenocarcinoma cervical humano
(HeLa).

Acreditamos que essas gliconanoparticulas fluorescentes baseadas em PQs e
analogos de glicose podem propiciar estudos que ndo sé levem a um melhor entendimento
de mecanismos de captacéo e retencao diferencial desse carboidrato por diferentes linhagens
de celulas de cancer, como também possam ser modelos para compreender a interacdo de

potenciais agentes terapéuticos nanoparticulados com esses sistemas bioldgicos.
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2 - Procedimentos Experimentais
2.1 - Sintese e Caracterizacao dos PQs

Os PQs de CdTe foram sintetizados em meio aquoso utilizando &cido
mercaptosuccinico (AMS - Sigma-Aldrich) como agente estabilizante/funcionalizante em
uma razdo molar de 5:1:6 (Cd:Te:AMS). A sintese foi baseada em metodologia relatada
anteriormente por Pereira et al. [22]. Resumidamente, o teltrio (Te° 0,1 mmol - Sigma-
Aldrich) foi reduzido a Te? usando borohidreto de sodio (NaBH4, 3 mmol - Sigma-Aldrich)
como o agente redutor, em pH elevado ajustado com NaOH (2 M), sob uma temperatura de
aproximadamente 90 °C em uma atmosfera inerte de nitrogénio (N2). Simultaneamente, foi
preparada uma solucdo contendo CdCl, (0,2 mmol - Alfa Aesar) e AMS (0,6 mmol), em
pH> 10. Em seguida, a solugio de Te? foi adicionada ao sistema Cd?*/AMS e a reacéo foi

mantida por 5 h, sob agitacéo e alta temperatura (90 - 100 °C).

Os PQs foram caracterizados por espectroscopia de absorcdo (UV-Vis 1800 -
Shimadzu). A partir dessas anélises, estimou-se o tamanho e a concentracéo dos PQs [26,27].
Mais detalhes sobre as determinacGes podem ser encontrados em estudo anterior publicado
por Tendrio et al. [28]. Adicionalmente, os PQs também foram caracterizados por

espectroscopia de emissao (LS55 - PerkinElmer), com excitacdo em 488 nm.

2.2 - Conjugacao e Caracterizacdo do Conjugado

Os PQs foram covalentemente conjugados com o analogo de glicose, a D-(+)-
glicosamina cloridrica (D-GN - Sigma-Aldrich), usando cloridrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC - Sigma-Aldrich) e N-hidroxisuccinimida (NHS)
como agentes de acoplamento para favorecer a interagdo covalente entre 0s grupos
carboxilicos dos PQs e a amina da glicose escolhida. Para a preparacdo dos conjugados PQs-
D-GN, o pH da suspensdo de PQs (aprox. 0,7 uM ou 70 pug-mL™1) foi ajustado com AMS
(4,9% m/v) para 5,5. Em seguida, a suspensao foi ultrafiltrada utilizando microtubos de 10
kDa (GE Healthcare) por 3 min, a 1106 xg (Hettich Zentrifugen - Universal 320 R), para
retirada do excesso de reagentes. Em seguida, 1 mL de PQs foi ativado com 0,5 mL de EDC
(2 mM), 0,5 mL de NHS (aprox. 10 mM) e a D-GN foi adicionada na proporg¢éo de 1:500
(PQs:D-GN) correspondente a 42 pL de solugdo D-GN (1 mg-mL™). Apds essas etapas, 0s
conjugados PQs-D-GN permaneceram incubando a 4 °C até o uso (ap6s pelo menos 7 dias).

Os conjugados PQs-D-GN foram monitorados semanalmente considerando aspectos visuais
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da suspensao, como estabilidade coloidal e brilho de fluorescéncia sob excitagdo com luz
UV (365 nm). Os nanossistemas PQs-D-GN foram também caracterizados opticamente por

espectroscopias de absorcdo e emissdo, conforme descrito na secédo 2.1.
2.3 - Avaliacéo da Conjugacao
2.3.1 - Espectroscopia de Correlagéo por Fluorescéncia

A andlise de FCS para os PQs e conjugados PQs-D-GN foi realizada em um
microscopio confocal (LSM 780 - Carl Zeiss) usando uma objetiva de imersdo em agua 40x
(NA = 1,0) [32]. A partir de pelo menos 10 curvas de correlacdo, obtidas por excitacdo em
514 nm, foi possivel extrair os tempos de difusdo (tp) obtidos para cada amostra e, em
seguida, o raio hidrodinamico (R) foi calculado pela equacgéo a seguir:

__4kgT1p
6Tnw2

Eq. 1,

onde kg ¢ a constante de Boltzmann, T ¢é a temperatura das amostras (T = 303 K), tp € 0
tempo de difusdo, 1 ¢ a viscosidade média (da aguan = 7,98 x 107 Pa's) e wx € 0 raio lateral
do volume focal (300 nm). Esta analise permite a avaliagdo do processo de conjugacao por
determinacéo de R e de tp, uma vez que se espera que 0s valores tp e R do conjugado PQs-
D-GN sejam maiores do que o PQ sozinho (DE THOMAZ et al., 2015).

2.3.2 - Interagdo com Leveduras de Candida albicans

As leveduras de Candida albicans (American Type Culture Collection, ATCC
10231) foram utilizadas como suporte bioldgico para avaliar a eficiéncia de conjugacéo e a
especificidade dos conjugados PQs-D-GN. Para isso, as leveduras foram semeadas em meio
liquido Saboraud por 24 h. Em seguida, 1 mL de suspenséo de células de C. albicans foi
centrifugada com 1 mL de solugéo salina (NaCl a 0,9%) a 775 xg (MiniSpin — Eppendorf)
por 2 min. O precipitado foi entdo ressuspenso em 1 mL de solugéo salina e a densidade
oOptica da suspensdo foi ajustada para aproximadamente 0,7 a 540 nm (Biotek pQuant
MQX200). Em seguida, a suspenséo celular foi incubada com a ConA (2,8 mg-mL™), uma
lectina extraida de Canavalia ensiformis que tem afinidade por a-D-manose/glicose, por 30
min sob agitacdo. A parede celular da C. albicans é rica em residuos de carboidratos
possibilitando a interacdo com a ConA. Cada mondmero da ConA possui 1 sitio de

reconhecimento de carboidratos (DRC) e, em geral, em pH proximo a 7,0 essa lectina assume
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uma forma tetramérica e entre pHs 5,0 — 7,0 apresenta-se como dimeros e tetrameros [29,30].
Assim, nas condicBes experimentais testadas, a ConA apresentard pelo menos dois DRCs,
podendo interagir por um dos sitios com a superficie da C. albicans e ainda possuir outro

para interacdo com os conjugados PQs-D-GN [31].

Ap0s o periodo de incubacdo, o sistema C. albicans/ConA foi centrifugado (775 xg,
2 min) e o precipitado foi ressuspenso ao mesmo volume inicial com solucdo salina (1 mL).
Somente apos este processo, 0s conjugados PQs-D-GN — diluidos previamente em solucao
salina 5x — foram incubados com a suspensao de C. albicans/ConA, a 1:1 v/v (PQs-D-GN:C.
albicans/ConA; ~34 nM ou 3,5 pg-mL™) por 15 min, em agitador orbital (BioSan - Bio RS-
24), conforme ilustra a Figura 1A. Antes da incubacdo, os grupos carboxilicos ativados
remanescente dos conjugados PQs-D-GN foram previamente bloqueados com TRIS base
(0,4 mM), sendo 1:20 TRIS base:PQs-D-GN, v/v, por 2 h a temperatura ambiente (TA, ~25
°C), também em agitador orbital.

Adicionalmente, para avaliar a especificidade da interacéo entre C. albicans/ConA e
o0s conjugados PQs-D-GN, foi realizada uma inibi¢ao dos sitios da ConA com metil-a-D-
manopiranosideo (Sigma-Aldrich), conforme ilustrado na Figura 1B. Para isso, a suspensao
de C. albicans/ConA foi incubada com esse carboidrato na concentracdo final de
aproximadamente 0,4 mM durante 60 min a TA, sob agitacdo. Em seguida, o sistema C.
albicans/ConA/manopiranosideo foi centrifugado (775 xg, 2 min) e ressuspenso em solucéo
salina e incubado com os conjugados PQs-D-GN, seguindo o mesmo procedimento e
propor¢oes utilizadas sem inibicdo. Em seguida, os sistemas C. albicans/ConA/PQs-D-GN
(teste) e C. albicans/ConA/Manopiranosideo/PQs-D-GN (inibido) foram centrifugados (775
x g, 30 s), ressuspensos em solucéo salina e analisados em um citémetro de fluxo BD Accuri
C6 (Becton Dickinson) com excitagcdo 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-D-GN), e foram coletados

20.000 eventos (in gate) para cada sistema.
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Figura 1. Esquema ilustrativo das etapas de interacdo dos conjugados PQs-D-GN com (A) C.
albicans/ConA e (B) C. albicans/ConA/manopiranosideo para avaliacdo da conjugagdo. Manop.

corresponde ao manopiranosideo.
2.4 - Interacdo dos Conjugados PQs-D-GN com Células de Cancer
2.4.1 - Cultura de Células

As células HeLa (American Type Culture Collection, ATCC), usadas aqui como um
modelo de célula de cancer, foram cultivadas em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium - Sigma-Aldrich). O meio foi suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS -
Gibco), 100 mg-mL* de estreptomicina e 100 unidades-mL™ de penicilina (Sigma-Aldrich).
As células foram mantidas em incubadora a 37 °C com atmosfera umidificada com 5% de
CO». Apos atingir 80 - 90% de confluéncia, as células foram tripsinizadas (Tripsina 0,25%
- Gibco), contadas em uma camara de Neubauer e semeadas em uma placa de 6 pogos
(Corning Inc.) para cerca de 200.000 células/poco para analise por citometria de fluxo ou
50.000 células/poco para andlise por microscopia de fluorescéncia em placa de 4 pogos
(Greiner Bio-One — REF. 3516). Em seguida, as células permaneceram na incubadora por
24 h para aderir a placa. Apds este tempo, as células foram lavadas e incubadas com os

conjugados PQs-D-GN para a analise.
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2.4.2 - Marcacao das Células de Cancer com Conjugados PQs-D-GN

Inicialmente, os grupos carboxilicos ativados dos conjugados PQs-D-GN também
foram bloqueados, conforme descrito na se¢do 2.3.1. Em seguida, os conjugados PQs-D-GN
foram incubados com células HeLa (previamente incubada sob privacao de glicose por 30
min), nas seguintes condicdes experimentais: (A) células HeLa (controle) e (B) células
HeLa:PQs-D-GN (1:2, v/v, ~110 nM ou 11,4 pg-mL™?), por 60 min (a 37 °C, 5% de CO,)

para ambas as analises por fluorescéncia.

Para analise quantitativa por citometria de fluxo, as células, apds incubacédo, foram
lavadas com tampédo fosfato salino (PBS 1x - a partir de agora chamado de PBS),
tripsinizadas até que se destacassem da placa (1 - 2 min), com inativacdo utilizando o
respectivo meio de cultura, DMEM, suplementado com 10% de FBS. As células foram entao
lavadas por centrifugacdo a 775 xg (MiniSpin, Eppendorf), por 2 min. Um total de 20.000
eventos para cada sistema foi adquirido pelo menos em duplicata e a fluorescéncia foi
excitada em 488 nm, enquanto a emisséo foi lida utilizando o filtro bandpass FL4 (675/25

nm).

Para avaliacdo do padrdo de marcacdo por microscopia de fluorescéncia, as células
HelLa foram incubadas com os conjugados PQs-D-GN nas mesmas proporgdes e condigdes
descritas acima. Ap6s 60 min de incubacdo, as células foram lavadas com PBS e os nucleos
das células foram corados com 300 pL do corante Hoechst (a 1.000 pg-mL™), por 5 min a
37 °C. Por fim, as células foram analisadas em microscopio de fluorescéncia (Leica, DMI

4000B) usando os filtros bandpass de 560/40 nm (excitacdo) e 645/75 nm (emissdo).
3 - Resultados e Discussao
3.1 - Caracterizacéo Optica dos PQs e Conjugados

Os PQs mostraram um perfil de absorcéo caracteristico para esses nanocristais, com
um primeiro maximo em 610 nm, assim como ilustra a Figura 2A. A partir disso, um
didmetro médio em torno de 3,8 nm foi determinado. Ademais, usando o valor méximo da
absorbancia do primeiro maximo e o coeficiente de extingdo molar para PQs de CdTe, uma
concentracéo de aproximadamente 0,7 pM (~4,3 x 10 particulas-mL™ ou 70 pg-mL™?) foi
estimada [26-28]. Os nanocristais mostraram um maximo de emissao na regido espectral do
vermelho em torno de 645 nm e largura total a meia altura (FWHM) de aproximadamente

59,5 nm, conforme apresentado na Figura 2A (linha tracejada).
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Apos a conjugacdo com D-GN, ndo foram observadas diferencas significativas nos
espectros de absor¢do. Em relagéo ao espectro de emissdo (Figura 2B), os PQs mantiveram
0 maximo de emissdo de fluorescéncia por volta de 645 nm e apresentaram uma diminuigédo
de aproximadamente 35% na intensidade da emissdo de fluorescéncia e o FWHM

praticamente néo teve alteracdo, em relacdo aos PQs, conforme mostra a Figura 2B.

A B
800 —PQs
~ | ..\ PQs-D-GN
© ‘U.
g 0,1- = 6001
8 3
5 o 400 - |
w0 [72]
Q C
< 9 200
£
0,0 T T T T 0 T T T T T T
400 500 600 700 800 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Figura 2. Caracterizacdo Optica dos PQs e conjugados PQs-D-GN. (A) Espectros de absorg¢éo (linha
cheia) e emisséo (linha tracejada) de PQs sozinhos. (B) Espectros de emissdo de PQs sozinhos (linha

cheia, inser¢éo 1) e conjugados PQs-D-GN (linha tracejada, insergdo IT), Aexc = 488 nm.
3.2 - Avaliacéo da conjugacéao
3.2.1 - Anélise por Espectroscopia de Correlacdo por Fluorescéncia (FCS)

De acordo com a média das 10 curvas de correlacdo por fluorescéncia, os tempos de
difusdo (tp) médios adquiridos para as amostras foram em torno de 157 ps para PQs
sozinhos, em comparagdo com 648 ps para os conjugados PQs-D-GN. Conforme observado,
a técnica FCS permitiu distinguir os sistemas, ainda que a conjugacdo tenha sido realizada
com peqguenas moléculas de D-glicosamina (~ 0,215 kDa) por possuir alta sensibilidade para
essas finalidades [23,32,33].

Outra informacao extraida foi o didmetro hidrodindmico médio, estimado através do
tp e da Eqg. 1 (secédo 2.3.2), resultando em aproximadamente 3,9 nm para PQs sozinhos e 16
nm para 0s conjugados PQs-D-GN, respectivamente. Esses tamanhos concordam com 0s
didmetros estimados pelo espectro de absor¢éo (d = 3,8 nm; secdo 3.1). Esses dados indicam
que os derivados de glicose foram conjugados de forma eficiente na superficie dos PQ.
Vaérios trabalhos vém utilizando o FCS para avaliar e confirmar a conjugacdo de PQs com

diferentes (bio)moléculas, desde macromoléculas, como anticorpos [34,35], a pequenas
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moléculas, como o acido fdlico [23], e agentes de contraste paramagnético derivado do
DOTA-Gd(111) [22].

3.2.2 - Avaliacdo da Conjugacédo com Leveduras de Candida albicans

A nova metodologia de avaliacdo de conjugacéo de PQs a derivados de glicose por
meio da interagdo dos conjugados com a ConA (lectina ligada a superficie de C. albicans),
desenvolvida para este estudo, utilizando citometria de fluxo, tem se apresentado como uma
ferramenta quantitativa, pratica, rapida e reprodutivel para triagem de gliconanoparticulas
fluorescentes. Essa metodologia versatil foi aplicada nesse estudo para avaliar conjugados
baseados em PQs e D-GN, mas séo passiveis de utilizacdo para outros sistemas que se deseja
estudar, desde que sejam fluorescentes e tenham afinidade por lectinas, que se liguem a C.

albicans.

Os conjugados PQs-D-GN mostraram uma marcacdo média de 98,1% + 1,4 da
levedura (C. albicans/ConA), conforme apresentado no perfil de histograma homogéneo na
Figura 3B (controle na Figura 3A). Como esperado, na superficie da C. albicans existem
residuos de carboidratos especificos para ligacdo com a ConA que também permitem uma
interacdo com os conjugados em associacao a superficie da levedura. Tenorio et al. (2015),
por exemplo, desenvolveram conjugados PQs-ConA e obtiveram marcacéo efetiva da parede
celular da C. albicans diretamente, pela interacdo com residuos de glicose/manose na
superficie da levedura [28].

Apbs a inibicdo prévia dos sitios da ConA com manopiranosideo no sistema C.
albicans/ConA, com  posterior adicdo dos conjugados PQs-D-GN  (C.
albicans/ConA/Manopiranosideo) foi observada uma reducdo da marcacao das leveduras
para 34,3% + 8,2 (Figura 3C). Essa reducédo observada pela citometria de fluxo reflete que o
manopiranosideo interagiu com os DRCs da ConA, diminuindo a disponibilidade de sitios
dessa lectina para o conjugado se ligar. Outras moléculas com afinidade pela ConA podem
realizar essa funcéo inibitdria, como glicanos ricos em manose, como a manana (polimero
de manose) [36]. Essa inibicdo contribui para comprovar que a interacdo de PQs-D-GN com
C. albicans/ConA é especifica e que a metodologia é sensivel a esses tipos de ensaios

baseados na detecgdo de sinais de fluorescéncia.

Essa nossa nova metodologia permitiu estudar a eficiéncia dos conjugados PQs-D-
GN, bem como a especificidade ap6s o ensaio de inibicdo com manopiranosideo. Além

disso, os conjugados permaneceram fluorescentes, com boa estabilidade coloidal e
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funcional, por pelo menos 4 meses. Dessa forma, a levedura C. albicans foi um suporte
bioldgico pratico e acessivel para avaliacdo da eficiéncia/especificidade dos conjugados
PQs-D-GN, antes de prosseguir para as proximas etapas experimentais de incubag¢fes com
as células de cancer. Essa abordagem traz vantagens em relacdo a metodologias que nao
envolvem interacdo direta com um sistema bioldgico, tais como anélise de potencial zeta ou
espectroscopia de transformada de Fourier por infravermelho (FTIR), utilizadas em alguns
trabalhos que compartilham do nosso objetivo de desenvolver nanossondas fluorescentes
baseadas em gliconanoparticulas, pois avaliar a eficiéncia e, especialmente, a especificidade
da interacdo é relevante antes das incubagdes com as células de céancer [4,20,37]. As
nanossondas PQs-D-GN aqui desenvolvidas tém potencial para estudos de cancer e se
beneficiam da alta fluorescéncia, do pequeno diametro hidrodindmico e do carater

hidrofilico dos PQs utilizados nesse trabalho.
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Figura 3. Histogramas representativos da marcagdo de Candida albicans revestida com a lectina
ConA (C. albicans/ConA). Em: (A) controle C. albicans/ConA, (B) Sistema C. albicans/ConA/PQs-
D-GN e (C) Sistema Inibido, C. albicans/ConA/Manopiranosideo/PQs-D-GN.

3.3 - Interacéo dos Conjugados PQs-D-GN com Células de Cancer

Apbs as caracterizacbes oOpticas e a confirmacdo da conjugacdo, avaliamos a
interacdo dos conjugados com a linhagem de células de cancer HelLa por duas técnicas
complementares baseadas em fluorescéncia, a citometria de fluxo e a microscopia de
fluorescéncia (Figura 4). A primeira nos fornece um dado quantitativo com relagdo ao
numero de células marcadas e a segunda informa sobre a localizac&o espacial dos conjugados

ao interagirem com as células.

Ao incubar 0 PQs-D-GN com as células HeLa por 60 min para andlise quantitativa
por citometria de fluxo, observamos uma marcagdo de aproximadamente 96,6% = 0,6

conforme observado no histograma representativo na Figura 4B (controle na Figura 4A).
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Adicionalmente, a andlise dos dot plots que relacionam complexidade interna e tamanho
celular (SSC vs. FSC), indicou que as células incubadas com PQs-D-GN apresentaram

manutencdo das suas caracteristicas, indicando boa viabilidade (dados ndo mostrados).

De acordo com a andlise de microscopia de fluorescéncia, as células HelLa foram
marcadas intracelularmente pelos conjugados PQs-D-GN (fluorescentes no vermelho).
Observamos marcagdes em forma de pequenos pontos isolados, com padrdes vesiculares
(indicados por setas amarelas), e outras areas mais densamente marcadas, indicando uma
maior concentracdo de nanossondas proximas ao nucleo (regides indicadas por asteriscos
amarelos na Figura 5D). Um padréo de marcagédo similar foi reportado por Korotcov e
colaboradores (2012) ao incubar com D-glicosamina conjugada a corante organico [19]. O
nucleo das células HelLa é mostrado em azul marcados pelo corante fluorescente Hoechst
(Figura 4C e 4D). O uso do marcador nuclear é interessante para evidenciar a localizacao
dos PQs-D-GN intracelularmente, indicando que uma incubacdo de 60 min foi suficiente
para ocorrer a captacdo dos conjugados pelas células HelLa. E importante salientar que,
durante as analises, as células HeLa apresentaram-se aderidas nas placas e com a morfologia

caracteristica preservada.

Vale também mencionar que a concentracdo utilizada de PQs no nosso estudo ndo
levou a mudancas de viabilidade consideraveis de acordo com trabalhos de Cabral Filho et
al. e Pereira et al., utilizando o ensaio de resazurina [22,38]. Esse composto € permeavel as
células e € reduzido na mitocéndria a resorufin (cor rosa). Este ensaio baseado em resazurina
avalia a viabilidade celular apés interacdo de PQs, apenas pela leitura do sobrenadante, sem
interferéncias da absorbancia das préprias nanoparticulas de PQs internalizadas pelas
celulas, o que é relevante para se obter resultados sem interferentes [21,39].
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Figura 4. Marcagdo de células HelLa pelos conjugados PQs-D-GN. Na parte superior, histogramas
representativos de citometria de fluxo, obtidos com o filtro FL4 (hexc = 488 nm). Na parte inferior,
imagens de microscopia fluorescente de células HeLa. Em: (A e C) células HeLa (controle) e (B e
D) células HeLa marcadas por PQs-D-GN. Em (D) as setas e asteriscos em amarelo mostraram
padrdes de marcacGes fluorescentes em vermelho dos conjugados PQs-D-GN. A fluorescéncia em

azul do nucleo das células indica marcagdo pelo corante Hoechst. Barra de escala: 25 pm.

A linhagem HeLa também tem sido escolhida como modelo de células de cancer por
outros estudos [22-24]. Conjugados baseados em PQs, como o desenvolvido por nos,
aplicados a essa linhagem de céncer, tém ajudado a elucidar a captacdo de diferentes
moléculas essenciais ao metabolismo das células de cancer [23,24]. Podemos citar os estudos
de Monteiro et al. e de Cabral Filho et al. que, respectivamente, utilizaram conjugados de
PQs com acido folico (AF) e PQs e transferrina (Tf) para estudar a expressao, internalizacao
e reciclagem de receptores especificos para essas moléculas em linhagens de células de
cancer, incluindo a HelLa. Interessantemente, ambos estudos observaram a presenca de
pequenas vesiculas na regido perinuclear das células HelLa, assim como vimos para o
conjugado PQs-D-GN. No entanto, a marcacdo pelos sistemas PQs-AF e PQs-Tf néo se

apresentou tdo densamente localizada como para os conjugados PQs-D-GN. Cabral Filho et
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al., também demonstrou que, quando incubou PQs ndo conjugados a moléculas com células

HelLa, por 60 min, tempo semelhante ao desse estudo, houve marcagéo inferior a 25%.

Como anteriormente mencionado, a interacdo e a captacéo de glicose por células de
cancer podem depender do analogo utilizado [14,19]. Alguns estudos descritos na literatura
realizaram associacOes de corantes orgénicos, ou PQs, com glicosamina com o interesse em
melhor elucidar processos intracelulares, assim como almejamos, ou explorar a captagdo
desse carboidrato no desenvolvimento de sistemas para terapia e diagnostico no contexto do
cancer [4,6,18,20,40]. O desenvolvimento de gliconanoparticulas baseadas em PQs vem
atraindo interesse principalmente devido as propriedades Opticas singulares desses

nanocristais.

Assim, lgawa et al. conjugaram PQs de CdSe, sintetizados por via hidrofobica,
utilizando troca de ligantes com AMS para torna-los hidrofilicos, a D-GN, usando apenas
EDC como intermediario da ligacdo. Eles estudaram a captacdo da nanossonda por células
de osteosarcoma humano (NOS-1), observando que esta foi transportada para o citoplasma
apos 3 h [6]. Benito-Alifonso et al. sintetizaram PQs hidrofobicos de CdSe/ZnS, gerando
trés diferentes sistemas hidrofilicos por meio de troca de ligantes com dois tipos de
moléculas tioladas derivadas de DHLA-PEG (polietileno glicol — PEG e DHLA - acido
lipbico) ou AMA. Foi realizada a conjugacdo, utilizando somente EDC, com diferentes
glicanos, incluindo derivado de glicose aminado. Nos ensaios foram utilizadas células HeLa.
Os autores mencionaram resultados apenas para o conjugado PQs-glicose formados a partir
de nanocristais estabilizados com um dos ligantes PEG-DHLA, informando que néo

visualizaram marcacédo nas células mesmo ap6s 24 h de incubagéo [21].

Sabe-se que o EDC atua ativando grupos carboxila e o intermediario O-acilisouréia,
que é instavel, é formado. Assim, ao introduzir o éster NHS melhora-se a estabilidade,
favorecendo uma conjugacgao mais eficiente com aminas primérias. Por essa razdo, diferente
dos autores das aplicacfes descritas acima, nds elegemos essa estratégia, a utilizacdo de
EDC/NHS, para a conjugagdo aqui desenvolvida [22,41,42]. Vale mencionar que é
importante realizar o bloqueio dos grupos carboxilicos ativados apds a conjugacao, caso
contréario esses iriam reagir de maneira ndo especifica com qualquer amina de moléculas
presentes nas células. Ademais, sinteses por via hidrofobica séo laboriosas e o processo de
conversao de PQs hidrofobicos para hidrofilicos leva a perdas de fluorescéncia, muitas vezes

consideraveis [43].
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Ranjbar-Navazi et al. observou a endocitose de conjugados de PQs de InP/ZnS com
D-GN (isoladamente ou combinado com AF), preparados via EDC/NHS, por células de
ovario (OVCAR-3) e células neoplasicas de pulmdo (A549) por microscopia de
fluorescéncia e citometria de fluxo, apos 2 h de incubago a 200 pg-mL™. Para tanto, os PQs
foram sintetizados por via hidrofébica e transformados em hidrofilicos por troca de ligantes
com AMS [4]. Ge et al. prepararam conjugados constituidos por PQs e D-glicosamina, via
EDC/NHS, assim como nos, incubaram esses nanossistemas em células cancerosas de mama
humana (MCF-7) por 4 h a 500 pg-mL™, as quais apresentaram o interior celular fluorescente
por microscopia, e cerca de 93,9% das células foram marcadas como na citometria de fluxo
[20]. Ambos os trabalhos ndo mencionam sobre os procedimentos utilizados para bloqueio

dos grupos carboxilicos ativados nos PQs.

No nosso trabalho, observamos que os conjugados PQs-D-GN, preparados via
EDC/NHS utilizando nanocristais sintetizados diretamente em meio aquoso, marcaram
efetivamente as células HeLa utilizando um tempo de incubagdo cerca de 2 a 4x menor e
concentracdes aproximadamente 20 a 50x menor que Ge e Ranjbar-Navazi et al. Assim,
acreditamos que gliconanoparticulas versateis e efetivas foram aqui desenvolvidas,
promissoras para guiar estudos de elucidagdo de vias e padrfes de
internalizacdo/metabolismo da glicose por diferentes linhagens de células de cancer por

fluorescéncia.

4 - Concluséo

Os conjugados PQs-D-GN desenvolvidos neste trabalho apresentaram alta
fluorescéncia e tamanho nanométrico compativel com vias de internalizacdo da glicose,
possibilitando estudos guiados por fluorescéncia relacionados a captacao desse analogo por
células de cancer. Eles mantiveram-se funcionais e fluorescentes, com boa estabilidade

coloidal, por um longo periodo (pelo menos por 4 meses).

A nova metodologia de avaliacdo de conjugagdo, também desenvolvida nesse
trabalho, utilizando o sistema C. albicans/ConA, permitiu confirmar a eficiéncia e
especificidade dos conjugados PQs-D-GN. Esta metodologia é quantitativa e apresentou boa
reprodutibilidade, praticidade e versatilidade, podendo ser personalizada e assim ampliar a

sua aplicabilidade para outros conjugados que se deseja detectar.

Os conjugados PQs-D-GN também interagiram de forma eficiente com as células

HeL a, relevando ndo s6 uma populacao celular marcada intensamente de forma homogénea



73

(97%) por citometria de fluxo, como também um padrdo de fluorescéncia vesicular pelo

citoplasma e areas densamente marcadas proximas aos nucleos pela microscopia.

Assim, as gliconanoparticulas aqui desenvolvidas apresentam potencial para serem
aplicadas em estudos sobre a via e 0 padrdo de captacdo/metabolismo da glicose guiados por
fluorescéncia para elucidacdo de processos relacionados a biologia celular do cancer em
diferentes linhagens. Vale ainda mencionar que essas nanossondas podem ser aplicadas em

estudos com outros sistemas bioldgicos, nos quais a interacdo com a glicose seja relevante.
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5 CONCLUSOES

o Os quelatos baseados em ligante ciclico DOTA e Gd(Ill) foram preparados
eficientemente, apresentando em torno de 97% de ions complexados e mantiveram-se

estaveis em pH fisiologico, quanto a transmetalacdo na presenga de Zn(l1).

o Os PQs foram eficientemente conjugados aos quelatos de DOTA-Gd(I1I), com uma

eficiéncia de conjugacéo de cerca de 75%, gerando-se nanossondas Optico-magnéticas.

o As nanossondas Optico-magnéticas apresentaram uma relaxividade r1 em cerca de 5
x por ion Gd(I11) e 100 x por PQ maior que o quelato molecular, sinal fluorescente intenso
e estabilidade coloidal, mantendo essas propriedades por pelo menos 3 meses. Ademais, 0s
nanossistemas mostram-se promissores para serem aplicados na aquisi¢do de imagens por
IRM e por fluorescéncia de células de céncer, sem induzir citotoxicidade nas condicGes
avaliadas.

o Foi redigido e publicado um capitulo de protocolo experimental sobre a utilizacdo da
resazurina em ensaios de viabilidade celular com nanossondas envolvendo PQs.

o Foi desenvolvida uma metodologia baseada em Candida albicans/ConA que se
mostrou quantitativa, pratica, reprodutivel e versatil para a avaliacdo da eficiéncia e
especificidade da conjugacdo de PQs com D-GN, sendo personalizavel para outras
gliconanoparticulas fluorescentes.

o As gliconanoparticulas baseadas em PQs e D-GN foram eficientemente preparadas,
mantendo-se funcionais, coloidalmente estaveis e fluorescentes por pelo menos 4 meses.

o As nanossondas PQs-D-GN foram captadas eficientemente pelas células Hela,
sendo observadas no citoplasma, com areas mais densamente marcadas nas proximidades
dos nucleos. Assim, foram desenvolvidas gliconanoparticulas promissoras para estudar a(s)
via(s) e o padrdo de captagdo/metabolismo da glicose guiados por fluorescéncia, para
elucidacéo de processos relacionados a biologia celular do cancer.

o Por fim, neste trabalho foram desenvolvidas nanossondas bifuncionais versateis,
baseadas em PQs hidrofilicos, com potencial para serem aplicadas em diferentes estudos
relacionados a biologia do cancer.
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Resumo: Os pontos quanticos (PQs) sdo nanocristais semicondutores, que apresentam
propriedades fotofisicas Unicas, possibilitando a sua aplicagdo como novas plataformas
fluorescentes em ciéncias biomédicas. Os PQs coloidais sdo revestidos com compostos
organicos ou inorganicos, ndo apenas para evitar a sua aglomeracdo, mas também para
fornecer grupos funcionais para a ligacdo de (bio)moléculas de direcionamento,
nanoparticulas ou outras interfaces, para fins bioldgicos especificos. A (bio)conjugacao pode
envolver interagcdes ndo covalentes ou covalentes, que podem ser realizadas por meio de
diferentes estratégias. A preparacéo final precisa manter a estabilidade quimica e Optica e a
funcionalidade bioquimica dos nanossistemas. Embora uma boa compreensdo dos
procedimentos experimentais ja tenha sido estabelecida, o processo de bioconjugacao ainda
é um desafio. O presente manuscrito tem como objetivo revisar as principais estratégias de
(bio)conjugacdo aplicadas com sucesso aos PQs, descrevendo as etapas necessarias para
preparar nanoplataformas fluorescentes de direcionamento estavel, bem como alguns

métodos usuais usados para avaliar e otimizar este processo.

Palavras-chave: Nanocristais; Fluorescéncia; Agentes de acoplamentos; Estratégias de

conjugacéo.
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