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RESUMO 

Proteases têm importante papel em diversos processos fisiológicos e têm sua 

atividade controlada por seus inibidores. No câncer, o balanço 

proteases/inibidores é alterado provocando atividade proteolítica exacerbada 

promovendo a progressão tumoral. Pelo seu importante alvo, os inibidores de 

proteases constituem uma classe de moléculas com grande potencial no 

contexto do câncer. O EcTI é um inibidor de serino protease purificado a partir 

de sementes de Enterolobium contortisiliquum com notável atividade antitumoral. 

Este estudo teve como objetivo conjugar o EcTI com pontos quânticos 

carboxilados (PQs) através de interações covalentes e aplicar essa nanossonda 

fluorescente para investigar sua interação com células tumorais. Os PQs são 

nanopartículas fluorescentes com propriedades fotofísicas únicas, tais como alta 

fotoestabilidade e superfície ativa para conjugação, que os dão vantagens para 

a aplicação biológica. Os PQs e o conjugado (PQs-EcTI) foram caracterizados 

opticamente através de espectroscopias de absorção e emissão. A capacidade 

inibitória do EcTI após a conjugação foi analisada, e a conjugação avaliada 

através de espectroscopia de correlação de fluorescência (FCS) e ensaio 

fluorescente de microplaca (EFM). Através das técnicas de citometria de fluxo e 

microscopia de fluorescência foi possível observar a interação do PQs-EcTI com 

as linhagens celulares tumorais de mama (MDA-MB-231) e cervical (HeLa). O 

EcTI presente no conjugado manteve sua atividade inibitória. A análise de EFM 

revelou uma fluorescência relativa de ca. 3.815% do nanossistema, comparado 

aos controles (somente PQs ou EcTI livre). Corroborando esse dado, o FCS 

mostrou que PQs-EcTI apresentou um diâmetro hidrodinâmico 4x maior que os 

PQs sozinhos, indicando uma conjugação bem-sucedida. Foi observado através 

da microscopia de fluorescência que PQs-EcTI marcou a membrana plasmática 

celular. A citometria de fluxo indicou um percentual de 90% de células HeLa 

marcadas, e 62% das células MDA-MB-231, sugerindo uma diferença de 

expressão das serinoproteases entre as linhagens, as quais o EcTI possui 

afinidade. Portanto, PQs-EcTI pode ser considerado uma potencial 

nanoferramenta para estudo da interação desse inibidor com células tumorais 

através de técnicas baseadas em fluorescência. 

 Palavras-chaves: inibidor de protease; nanopartícula; câncer; células 

tumorais. 



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

 

Proteases play an important role in several physiological processes and their 

activity is controlled by their inhibitors. In cancer, the protease/inhibitor balance 

is altered, causing exacerbated proteolytic activity promoting tumor progression. 

Due to their important target, protease inhibitors constitute a class of molecules 

with great potential in the context of cancer. EcTI is a serine protease inhibitor 

purified from Enterolobium contortisiliquum seeds with remarkable antitumor 

activity. This study aimed to combine EcTI with carboxylated quantum dots (QDs) 

through covalent interactions and apply this fluorescent nanoprobe to investigate 

its interaction with tumor cells. QDs are fluorescent nanoparticles with unique 

photophysical properties, such as high photostability and chemically active 

surface for conjugation, that give them advantages for biological application. The 

QDs and the conjugate (QDs-EcTI) were optically characterized by absorption 

and emission spectroscopies. The inhibitory capacity of EcTI after conjugation 

was analyzed, and conjugation was evaluated by fluorescence correlation 

spectroscopy (FCS) and fluorescent microplate assay (FMA). Through flow 

cytometry and fluorescence microscopy techniques, it was possible to observe 

the interaction of QDs-EcTI with breast (MDA-MB-231) and cervical (HeLa) tumor 

cell lines. The EcTI presented in the conjugate maintained its inhibitory activity. 

FMA analysis revealed a relative fluorescence of ca. 3,815% for the nanosystem 

compared to controls (only QDs or free EcTI). Corroborating this data, the FCS 

showed that QDs-EcTI had a hydrodynamic diameter 4x greater than QDs alone, 

indicating a successful conjugation. It was observed through fluorescence 

microscopy that QDs-EcTI labeled the cell plasmatic membrane. Flow cytometry 

indicated a percentage of 90% of labeled HeLa cells, and 62% of MDA-MB-231 

cells, suggesting a difference in expression of serine proteases between the 

strains, which EcTI has affinity. Therefore, QDs-EcTI can be considered a 

potential nanotool for studying the interaction of this inhibitor with tumor cells 

through fluorescence-based techniques. 

 

 

Keywords: protease inhibitor; nanoparticle; cancer; tumor cells.  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A proteólise é um dos processos biológicos mais importantes em reações 

químicas. A atividade proteolítica tem sido atribuída a uma classe de enzimas 

denominadas proteases, que atuam hidrolisando as ligações peptídicas nas 

proteínas. Essas enzimas são divididas em cinco classes distintas com base no 

seu mecanismo de catálise, em metaloproteases, serino proteases, cisteíno 

proteases, treonina proteases e aspartato proteases (ÁLVAREZ-EGUILUZ; DÍAZ-

NAVARRO; PUENTE, 2018). 

Existem mais de 500 proteases humanas – cerca de 2% dos genes 

humanos – que desempenham papéis críticos nos processos biológicos, 

degradando proteínas (tanto intra quanto extracelularmente), ativando 

zimogênios e regulando a sinalização de vias celulares (RAWLINGS & 

SALVESEN, 2013). Em processos celulares, elas participam na progressão do 

ciclo celular, replicação do material genético, adesão celular, proliferação e 

migração (ZHUANG et al., 2019). 

 Entretanto, quando essas enzimas são expressas de maneira aberrante, 

elas contribuem para a progressão e expansão de tumores, através de 

mecanismos como a ativação de fatores de crescimento, angiogênese, 

degradação de fatores apoptóticos e da matriz extracelular (HU et al., 2020a; 

YANG et al., 2009). Foi constatada uma relação positiva entre a agressividade 

do tumor e a secreção de várias proteases, além de ter sido observado que a 

expressão de algumas proteases em células tumorais contribui para um pior 

prognóstico do paciente (RAKASH, 2012). 

 Dentre as classes de proteases, as serino proteases ancoradas na 

superfície celular vêm sendo muito estudadas devido seu importante papel no 

desenvolvimento e progressão de vários tipos de câncer como de mama, 

próstata, cabeça e pescoço e cólon. Elas estão envolvidas no 

desenvolvimento/início de tumores primários, migração/invasão de células 

cancerígenas e formação de lesões metastáticas (BAO et al., 2019; CHENG et 

al., 2014; WANG et al., 2017; YAMAMOTO et al., 2018).  

Portanto, inibidores de proteases (IP) vêm ganhando atenção dada a sua 

capacidade de inibir essas enzimas que têm grande tem grande relevância em 

diversos processos fisiopatológicos, incluindo o câncer (LIMA et al., 2016). Estas 
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pequenas proteínas são importantes ferramentas para uma melhor 

interpretação dos princípios básicos de interações de proteínas e a concepção 

de novos compostos terapêuticos (SRIKANTH et al., 2020). 

Foi observado que os IPs provenientes de plantas apresentam atividades 

biológicos além das defesas contra pragas e microrganismos 

fitopatogênicos(CLEMENTE et al., 2019), relacionando-se com moléculas 

sinalizadoras que podem influenciar diversos processos biológicos como 

inflamação, apoptose, coagulação sanguínea e consequente progressão 

tumoral. No contexto do câncer, já se destacam como estratégias terapêuticas e 

ferramentas para estudo na biologia do câncer (COTABARREN et al., 2020). 

 O EcTI é exemplo de um promissor inibidor de serino proteases, 

purificado das sementes de Enterolobium contortisiliquum, uma árvore da 

subfamília Mimosidae dentro da família Fabaceae. Dentre suas atividades 

biológicas, foi observado uma notável atividade antitumoral em diversas 

linhagens de células cancerosas, mas não se observou atividade em células 

saudáveis (BONTURI et al., 2018; DE PAULA et al., 2012a; NAKAHATA et al., 

2011; YOO IM et al., 2021). Em estudo da atividade do EcTI em células de mama 

triplo negativo, foi relatado que ele teve capacidade diminuir a viabilidade in vitro, 

adesão, migração e invasão de células de câncer de mama humano MDA-MB-

231. Além disso, o EcTI pode alterar citocinas e vias de sinalização envolvidas 

na carcinogênese (LOBO et al., 2020c).  

Tendo em vista as promissoras atividades biológicas do EcTI, 

principalmente sua capacidade antitumoral, surge a necessidade de um melhor 

entendimento de como esse inibidor interage com diferentes sistemas biológicos 

e principalmente em células de câncer. Assim, a combinação do EcTI com 

pontos quânticos (PQs), nanocristais semicondutores fluorescentes, pode gerar 

interessantes ferramentas para a visualização da interação do EcTI com 

diferentes linhagens celulares de câncer, ajudando a melhor elucidar seu 

mecanismo de ação e sua interação com as serino proteases aos quais ele tem 

afinidade.  

Os PQs vêm se destacando como uma vantajosa nanoferramenta 

fluorescente devido as suas características fotofísicas, como excelente 

resistência à fotodegradação, superfície ativa para conjugação com 

biomoléculas e possibilidade de sintonização do comprimento de onda de 

https://www.frontiersin.org/people/u/328285
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emissão através do tamanho da nanopartícula (FILALI; PIROT; MIOSSEC, 

2020). Essas nanopartículas têm sido muito exploradas em estudos nas ciências 

da vida, como para imageamento, sensoriamento, terapia fotodinâmica e na 

entrega de fármacos (PANDEY et al., 2020; MATEA at al., 2018; ABDELLATIF 

et al., 2022).  Portanto, o desenvolvimento de uma nova nanoferramenta 

baseada em PQs e EcTI pode contribuir para visualização da interação desse 

inibidor com as serino proteases auxiliando no entendimento dos níveis de 

expressão, bem como na localização dessas enzimas em diferentes células 

tumorais.  

Assim, esta dissertação teve como objetivo desenvolver uma nova 

nanossonda fluorescente baseada na conjugação covalente entre PQs 

carboxilados, sintetizados em meio aquoso, com o inibidor EcTI. O conjugado 

PQs-EcTI foi aplicado para investigar a interação do EcTI com células de 

adenocarcinoma cervical humano (HeLa) e de mama (MDA-MB-231). 

Esperamos que esta nanoferramenta auxilie na elucidação da interação e das 

funções biológicas do EcTI frente a células de câncer e outros sistemas 

biológicos. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral: 

 

Desenvolver uma nanossonda fluorescente baseada no inibidor de serino 

protease purificado das sementes de Enterolobium contortisiliquum, EcTI, com 

PQs e avaliar sua interação com células de câncer. 

 

2.2 Específicos: 

 

• Sintetizar e caracterizar opticamente PQs de CdTe;  

• Conjugar o EcTI com PQs de forma covalente e caracterizar os 

conjugados opticamente; 

• Analisar a atividade inibidora do EcTI presente no conjugado PQs-EcTI; 

• Avaliar a conjugação dos PQs ao EcTI através de ensaios ópticos; 

• Estudar a interação do conjugado PQs-EcTI com células das linhagens 

de adenocarcinoma mamário humano (MDA-MB-231) e adenocarcinoma 

cervical humano (HeLa) através de técnicas de fluorescência. 
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3. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Proteases no câncer 

 

O câncer é uma doença que ainda está associada a uma alta taxa de 

morbidade e mortalidade em todo o mundo, independentemente do nível de 

desenvolvimento humano. De acordo com estimativas feitas pelo estudo 

GLOBOCAM 2020 (FERLAY et al., 2018), apenas nesse ano houve 19,3 milhões 

de novos casos de câncer e quase 10 milhões de mortes pela doença (SUNG et 

al., 2021). 

No estudo da biologia do câncer, alguns mecanismos responsáveis pelo 

estabelecimento, progressão e metástase tumoral ainda não foram totalmente 

elucidados. A metástase é a característica do câncer responsável pelo maior 

número de mortes relacionadas a essa doença (FARES et al., 2020). Portanto, 

a busca por moléculas-chave para o entendimento desses mecanismos tem 

estado sempre em foco, com o objetivo de promover tecnologias terapêuticas e 

diagnósticas mais eficazes (FARES et al., 2019; PRECA et al., 2017; WANG et 

al., 2018). 

No processo de transformação maligna, enzimas proteolíticas expressas 

de forma descontrolada podem regular de maneira anormal proteínas críticas 

para o crescimento celular, impactando diretamente na regulação do progresso 

do ciclo celular, nas vias de sinalização pró e anti-apoptóticas e, promovendo 

assim, a proliferação celular descontrolada que caracteriza o câncer (SONG et 

al., 2021). 

Essas enzimas com atividade proteolítica são conhecidas como proteases 

e têm papel biológico fundamental em todos os organismos. Elas são 

responsáveis pela degradação de proteínas a partir da hidrólise das suas 

ligações peptídicas. A proteólise é um evento biológico chave, pois realiza a 

remoção de proteínas supérfluas e desdobradas/mal dobradas, garantindo a 

proteostase do meio (DOUCET; OVERALL, 2008). 

Para manutenção da proteostase, as proteases regulam o destino, a 

localização e a atividade das proteínas; modulam as interações proteína-

proteína, criam novas moléculas bioativas, contribuem para o processamento da 
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informação celular e geram, transduzem e amplificam sinais moleculares (RAI et 

al., 2022; ZHONG et al., 2019). 

Como resultado direto dessas múltiplas ações, as proteases influenciam 

na replicação e transcrição do DNA, proliferação e diferenciação celular, 

morfogênese e remodelação tecidual, choque térmico, angiogênese, 

neurogênese, ovulação, fertilização, reparo de feridas, mobilização de células-

tronco, hemostasia, coagulação sanguínea, inflamação, imunidade, autofagia, 

senescência, necrose e apoptose (GURUMALLESH et al., 2019) 

Foi observado que vários tumores aumentaram os níveis de proteases em 

um estágio inicial mas já se sabe que essas enzimas estão envolvidas em 

diversos mecanismos do processo cancerígeno, como proliferação, respostas 

imunes, recrutamento de células inflamatórias, invasão tumoral, angiogênese, 

metástase, apoptose, transição epitelial para mesenquimal (EMT), mobilização 

de células normais de seus compartimentos teciduais para auxiliar na metástase, 

bem como a resposta à terapia, como quimiorresistência a fármacos (EATEMADI 

et al., 2017; TAGIRASA & YOO, 2022; YANG et al., 2009). Além disso, foi 

demonstrado que as células tumorais estimulam a expressão de enzimas 

proteolíticas em células vizinhas não neoplásicas, sequestrando sua atividade 

para favorecer a expansão do tumor (BAGHBAN et al., 2020; RAKASH, 2012). 

As proteases podem ser classificadas segundo o Comitê de 

Nomenclatura do The International Union of Biochemistry and Molecular Biology 

(IUBMB) como um subgrupo das hidrolases. O agrupamento das proteases é 

baseado no tipo de reação em que atua como catalisador e a natureza e as 

propriedades químicas do seu sítio catalítico (GURUMALLESH et al., 2019). De 

acordo com o mecanismo catalítico, as proteases podem ser divididas em dois 

principais grupos: exopeptidases e endopeptidases (Figura 1), dependendo do 

tipo de reação que estão realizando (AGARWAL et al., 1990). 

As exopeptidases executam sua atividade enzimática por hidrólise 

apenas nos pontos terminais de nitrogênio ou carbono da cadeia de substrato 

inteiramente composta por polipeptídeos (MÓTYÁN; TÓTH; TŐZSÉR, 2013). 

Elas atuam em duas formas, a saber, aminopeptidase e carboxipeptidase. As 

endopeptidases estão proativamente envolvidas em causar clivagem em 

aminoácidos que não são terminais (SOLANKI et al., 2021). 
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 As endopeptidases são agrupadas de acordo com o tipo químico do 

grupo que é o principal responsável pela sua atividade catalítica. Existem seis 

classes de protease; (i) proteases de cisteína, (ii) proteases de serina, (iii) 

proteases de treonina, (iv) proteases de ácido glutâmico, (v) proteases de ácido 

aspártico e (vi) metaloproteases (HELLINGER & GRUBER, 2019; RAO et al., 1998). 

 

Figura 1 – Esquema com classificação das proteases baseada em seu mecanismo catalítico. 

 

Fonte: A autora, 2023. 

 
As serino proteases são identificadas pela ocorrência do resíduo de serina 

no sítio de ligação catalítica. Esse tipo de protease contribui para um terço de 

todas as proteases conhecidas (ANTALIS; BUZZA, 2016; TAGIRASA; YOO, 2022).  

Nos últimos anos, as serino proteases despertaram grande interesse 

biomédico devido à identificação de seus papéis essenciais em diferentes 

processos fisiopatológicos (MENOU et al., 2017). Frequentemente existem como 

zimogênios e são ativados por proteólise específica e limitada, que por sua vez 

regulam as atividades enzimáticas. A regulação normal das atividades dessa 

protease é essencial para as atividades fisiológicas da célula, e a regulação 

anormal dessas atividades de protease pode levar a condições patológicas, 

como o câncer. Os ativadores de plasminogênio do tipo uroquinase são um tipo 

de proteases de serino que foram bem investigadas quanto à sua relação com 

invasão tumoral e metástase (HENNEKEET al., 2010; LASKAR et al., 2012). 

Esta família de proteínas pode ser encontrada extracelularmente, na 

superfície celular ou intracelularmente em estruturas subcelulares como 
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lisossomos ou mitocôndrias, no núcleo ou no citoplasma (Figura 2) (NAYAK & 

MÜLLER, 2014; PUENTE et al., 2005). Embora a grande maioria dessas proteases 

seja secretada, as serino proteases também podem estar ligadas ao receptor, 

muitas delas possuem um domínio transmembranar através do qual são 

ancoradas à membrana citoplasmática (MENOU et al., 2017). 

As serino proteases ancoradas à membrana podem ser classificadas em 

três grupos, dependendo do seu domínio transmembranar: tipo I (com um 

domínio transmembranar carboxi-terminal), tipo II (com um domínio 

transmembranar amino-terminal que se estende através do citosol) e GPI (ligado 

à membrana por glicosil-fosfatidilinositol)(DE ABERASTURI & CALVO, 2015; 

NETZEL‐ARNETT ET AL., 2003). 

Dentre as proteases ancoradas à membrana, a triptase é a única serino 

protease transmembranar tipo I conhecida. As serino proteases ancoradas por 

GPI humanas são a prostasina e a testisina. Os TTSPs do tipo II são o maior 

grupo de serino proteases pericelulares e podem ser divididos em quatro 

subfamílias: (i) a subfamília HAT/DESC, (ii) a subfamília Hepsina/TMPRSS, (iii) 

a Matriptase e (iv) a subfamília Corin, consistindo de um único membro 

(ANTALIS et al., 2010). 

 

Figura 2 – Principais serino proteases humanas secretadas extracelularmente, ligadas a 
receptores específicos da superfície celular, além das serino protease transmembranares tipo I 
e II e suas principais representantes. 

 

Fonte: Adaptada de Antalis et al., 2010. 
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A subfamília S1A das serino proteases é a mais amplamente estudada e 

seus membros mais conhecidos são tripsina, quimotripsina e trombina, que são 

produzidas como proteases solúveis e secretadas no meio extracelular. Algumas 

dessas enzimas, por exemplo: uPA e PCA (proteína C ativada), podem participar 

da proteólise pericelular por ligação a receptores específicos da superfície 

celular, como ilustrado na Figura 2. (ANTALIS et al., 2010; NETZEL‐ARNETT et al., 

2003; SZABO & BUGGE, 2011). 

A matriptase foi a primeira serino protease caracterizada por conter um 

domínio transmembranar (LEYTUS et al., 1988). Ela possui um domínio 

transmembrana tipo II, está envolvida com diversas funções fisiológicas e 

patológicas. No tecido normal, a matriptase é expressa principalmente em 

células epiteliais e é essencial para o desenvolvimento e manutenção de órgãos 

com componentes epiteliais altamente especializados, como a pele e o trato 

gastrointestinal (VARELA; HYLAND; LIST, 2018). No câncer, essa protease tem 

participação na angiogênese, na degradação da matriz extracelular e na 

progressão de alguns cânceres, incluindo de mama, cervical, colorretal e de 

próstata, bem como outros tumores sólidos (carcinomas) e malignidades 

hematológicas (ANTALIS et al., 2011; NAKAMURA, 2009; SZABO & BUGGE, 2020). 

A matriptase é inibida em células saudáveis pelo inibidor do ativador do 

fator de crescimento de hepatócitos (HAI-1). Durante a progressão do câncer de 

próstata, por exemplo, há expressão de matriptase e perda de HAI-1 que pode 

ser um evento importante. Foi sugerido que a proporção desses dois produtos 

gênicos pode servir como um biomarcador promissor para a progressão do 

câncer de próstata e um marcador potencial para estabelecer a eficácia de 

intervenções terapêuticas e quimiopreventivas (SALEEM et al., 2006).  

 

3.2 Inibidores de protease e o EcTI 

 

Tendo em vista o importante papel que as proteases exercem nos 

sistemas biológicos de todos os organismos, os inibidores dessas enzimas 

também têm papel crucial no processo de regulação da atividade proteolítica nos 

sistemas (HAMADA & KISO, 2016; TURK et al., 2002). No câncer, esse balanço de 

proteases/inibidores se torna alterado, causando uma atividade proteolítica 



22 
 

 
 

exacerbada de proteínas-chave que contribuem para o estabelecimento e 

progressão tumoral (LINGARAJU & GOWDA, 2008). A atividade antitumoral dos 

inibidores de proteases pode acontecer diretamente a partir da inibição da 

proteólise da matriz extracelular ou indiretamente devido à inibição da ativação 

de uma cascata proteolítica (CABRAL-PACHECO et al., 2020; 

SKRZYDLEWSKA, 2005). 

Tendo em vista sua promissora função no processo carcinogênico, 

estudos com inibidores de proteases provenientes de plantas têm se expandido 

e suas atividades têm sido ampliadas não apenas a mecanismos de defesa das 

plantas, mas inibindo moléculas sinalizadoras que influenciarão diversos 

processos como inflamação, apoptose, coagulação sanguínea e consequente 

progressão tumoral (RUDZIŃSKA et al., 2021; SRIKANTH & CHEN, 2016). 

O sistema de classificação mais tradicional classifica os inibidores em 

diferentes famílias, incluindo Kunitz, Bowman-Birk, Kazal, Potato I, Potato II e 

Serpins e é baseada em semelhanças na sequência de aminoácidos, agrupando 

os inibidores de acordo com suas estruturas (BONTURI et al., 2022). Os IPs 

provenientes de plantas também foram estudados em doenças 

cardiovasculares, osteoporose, doenças inflamatórias e neurodegenerativas 

(SRIKANTH; CHEN, 2016). 

Estudos in vitro e in vivo demostraram o potencial de IPs de fontes 

vegetais para impedir vários estágios da carcinogênese. Dentre esses estudos, 

já foi demonstrada atividade antitumoral a partir de mecanismos anti-

inflamatórios (LICHTENSTEIN et al., 2008), efeito quimiopreventivo (DE PAULA 

et al., 2012a) e supressão do crescimento celular (ARMSTRONG et al., 2013; 

CLEMENTE et al., 2010). 

O Enterolobium contortisiliquum Trypsin Inhibitor (EcTI) é um inibidor 

isolado e purificado das sementes de Enterolobium contortisiliquum, uma árvore 

da família Fabaceae, subfamília Mimosidae (Figura 3). Essa árvore é encontrada 

nas florestas estacional semidecídua, ombrófila densa e estacional decidual do 

bioma de Mata Atlântica, além do cerrado brasileiro central (DE LIMA, 2009).  
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Figura 3 – (A) árvore; (B) e (C) frutos e (D) sementes de Enterolobium contortisiliquum Trypsin 
Inhibitor. 

 

Fonte: Adaptada de Bonazza, 2019 e Pupin et al., 2017. 

 

Esse inibidor pertence à família Kunitz e apresenta inibição contra 

diversas serino proteases, dentre elas a tripsina e quimotripsina bovina, 

calicreína plasmática, plasmina, elastase de neutrófilo humano e fator XIIa. O 

EcTI apresenta pI de 5,35 e massa molecular de 22 kDa (BATISTA et al., 2001; 

OLIVA; SAMPAIO, 2009; ZHOU et al., 2013a) e é composto por duas cadeias 

polipeptídicas covalentemente unidas, com 134 e 40 aminoácidos cada (Figura 

4). 

Figura 4 – Sequência primária do inibidor EcTI. 

 

 Fonte: Batista et al., 2001. 
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Já foi observado que o EcTI apresenta efeito em algumas linhagens 

celulares como HCT116 e HT29 (colorretal), SkBr-3 e MCF-7 (mama), K562 e 

THP-1 (leucemia), bem como em fibroblastos primários humanos e células-

tronco mesenquimais (hMSCs), sendo observada a diminuição na viabilidade em 

linhagens tumorais, mas não nas linhagens não tumorais (NAKAHATA et al., 

2011). 

O EcTI também teve efeito sobre linhagens celulares de glioblastoma 

(U87) e potencializou o efeito anticancerígeno em um tumor cerebral agressivo 

(BONTURI et al., 2018). Foi recentemente relatado que o EcTI, quando ligado 

ao colágeno I, desencadeia várias vias que diminuem a viabilidade celular e a 

invasão de células de câncer de mama triplo negativo (LOBO et al., 2020a). No 

estudo de Bonturi e colaboradores, foi visto que o EcTI teve uma resposta contra 

células de melanoma humano, inibindo as proteínas FAK, SRC e PI3K e 

reduzindo funções essenciais para a regulação do tumor, como proliferação 

celular, migração, invasão e adesão celular a múltiplas moléculas da matriz 

comumente reguladas positivamente em melanoma (BONTURI et al., 2022b). 

Considerando o valioso potencial antitumoral de inibidores de proteases 

purificados de plantas, como o EcTI, observa-se uma necessidade de entender 

e visualizar como acontece sua interação com células tumorais. Nesse contexto, 

técnicas baseadas em fluorescência podem contribuir com alta sensibilidade na 

elucidação de processos em nível celular e molecular (ETRYCH et al., 2016). 

 

3.3 Fundamentos dos pontos quânticos 

 

As técnicas baseadas em fluorescência têm sido extensivamente 

exploradas em várias áreas na pesquisa e indústria. Com o rápido avanço das 

técnicas biofísicas e analíticas, as sondas fluorescentes se tornaram ferramentas 

amplamente empregadas para a detecção, monitoramento e rastreamento de 

espécies biologicamente importantes, como biomacromoléculas, incluindo 

proteínas, carboidratos, lipídios e DNAs/RNAs (CHAN; DODANI; CHANG, 2012; 

JIAO et al., 2018; SEDGWICK et al., 2018), facilitando estudos interdisciplinares 

na interface entre a física, química, biologia e ciências farmacêuticas e médicas 

(JIAO et al., 2018). O uso de sondas fluorescentes nessas áreas de pesquisa 



25 
 

 
 

levou à elucidação de uma variedade de processos celulares biológicos 

relevantes para doenças anteriormente desconhecidos (ROMIEU, 2015; WU et 

al., 2020). 

Nesse contexto, os pontos quânticos (PQs) ou quantum dots (QDs) têm 

se destacado como promissoras sondas fluorescentes devido às vantagens 

fotofísicas significativas que eles apresentam em comparação com os corantes 

orgânicos, fluoróforos mais comumente utilizados. Dentre as vantagens dos PQs 

pode-se destacar sua alta resistência a fotodegradação, fluorescência 

sintonizável com o tamanho e a possibilidade de conjugação a biomoléculas e 

outras nanopartículas (ABBASI et al., 2015). 

Os PQs são nanocristais semicondutores altamente fluorescentes com 

tamanho tipicamente entre 2 e 10 nm. Eles são constituídos de poucas centenas 

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

significativamente diferentes, quando comparadas aos mesmos cristais em 

escala macroscópica (bulk) (JAHANGIR et al., 2019). 

Essas nanopartículas podem ser formadas por diferentes materiais 

semicondutores, em geral, caracterizados por composições binárias de 

elementos químicos pertencentes às famílias II-VI, III-V ou IV-VI da antiga tabela 

periódica, como cádmio (Cd), zinco (Zn), selênio (Se), enxofre (S) e telúrio (Te) 

(ZHANG et al., 2023). Ademais, novos tipos de PQs ternários e quaternários têm 

sido sintetizados, por exemplo, CuInS (CIS), CuInSe (CISe), CuZnInS (CZIS), 

ZnAgInSe (ZAISe) e ZnAgInS (ZAIS) (PEREIRA et al., 2019). 

Um material é classificado como semicondutor, condutor ou isolante, de 

acordo com seu bandgap (Eg), que pode ser definido como a energia necessária 

para os elétrons passarem da banda de condução (BC) para a banda de valência 

(BV), e é expressa em elétron-volt (eV). Para que ocorra a passagem de elétrons 

da BV para a BC, é necessário que seja aplicada uma energia com valor igual 

ou superior ao Eg desse material (SMITH; GAO; NIE, 2004a; ZHOU; COLEMAN, 

2016). 

Nos semicondutores, como é o caso dos PQs, energias menores que 3 

eV podem já ser suficientes para impulsionar um elétron da banda BV para a BC 

que permite, por exemplo, que a luz visível ou ultravioleta (UV) possa ser 

utilizada nessa excitação, em temperatura ambiente (MAHATO et al., 2019; 

SMITH; GAO; NIE, 2004b). 
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Ao receberem energia superior ao Eg, os elétrons da BV são excitados e 

passam para a BC, deixando uma lacuna na BV e geram um éxciton ou um par 

elétron-buraco, como mostrado na Figura 5. O processo de retorno do elétron 

para a BV é denominado recombinação excitônica e representa um processo 

natural de decaimento energético dos elétrons para retornar ao seu estado 

fundamental, gerando assim, a emissão de fluorescência (BRUS, 1984; REID et 

al., 2018). 

 

Figura 5 – Esquema de fotoluminescência em semicondutores. Ao ser excitado, o elétron (e−) 

passa para a banda de condução (BC), levando à formação de um éxciton. Após relaxação e 

recombinação excitônica, é gerada a emissão de fluorescência. Onde: h+ representa o buraco 

formado na banda de valência (BV), pela excitação do elétron. 

 

Fonte: A autora, 2023. 

Em nanoescala, os elétrons e buracos sofrem um forte confinamento 

quântico, modificando as propriedades ópticas do material semicondutor. Esse 

fenômeno acontece quando pelo menos uma das dimensões do material (x, y ou 

z) se torna fisicamente menor que o raio de Bohr1 característico desse material. 

Esse processo leva a uma mudança na distribuição dos estados de energia 

nesse material (BRUS, 1984). 

Se as três dimensões do material forem menores que o raio de Bohr, o 

confinamento quântico é tridimensionalmente, o que leva ao aparecimento de 

níveis discretos de energia eletrônica. É nessa situação que esses materiais 

semicondutores são considerados PQs (CHOU & DENNIS, 2015; RESHMA & 

MOHANAN, 2019), e que por apresentarem níveis de energia são conhecidos 

como átomos artificiais (FÖLSCH et al., 2014; RANJBAR-NAVAZI et al., 2019). 

 
1 Nos materiais macroscópicos o par elétron-buraco pode se mover juntos através de força 
atrativa, existindo sempre uma distância média entre eles chamada raio de Bohr, em alusão ao 
átomo de hidrogênio. O raio de Bohr é característico de cada semicondutor e é calculado 
analisando o material em escala macroscópica (bulk).   
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No caso dos PQs de CdTe, muito utilizados em aplicações biológicas, o 

raio de Bohr é de aproximadamente 7,3 nm. Assim, as nanoparticulas 

sintetizadas a partir desse semicondutor quando têm diâmetros 

consideravelmente menores a 7,3 nm, são consideradas PQs (MEZRAG & 

BOUARISSA, 2019).  

Como outra consequência do confinamento quântico, há uma modulação 

do Eg. Assim, quanto menor o tamanho do PQ, maior é o Eg, e sua fluorescência 

se desloca para a região espectral azul, enquanto os PQs maiores têm menor 

Eg, resultando em fluorescência mais próxima do infravermelho (PEREIRA et al., 

2019; SANTOS et al., 2016), como pode ser observado na Figura 6. 

 

Figura 6 – Os PQs e o confinamento quântico: aparecimento de níveis discretos de energia e 

também há aumento do bandgap (Eg) com a redução do tamanho da partícula. Representação 

para PQs de CdTe. 

 

Fonte: Adaptada de Pereira et al., 2019. 

 

Portanto, é possível controlar em que região do espectro eletromagnético 

um PQ irá emitir, através do controle do seu tamanho. Se pode explorar desde 

a faixa do ultravioleta até regiões próximas do infravermelho, dependendo 

também da sua composição. Isso permite que eles cubram pelo menos todo o 

espectro de luz visível, que vai de 400 a 700 nm. Com essas propriedades, é 

possível criar sistemas para uma análise multiplex, utilizando nanocristais de 
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diferentes cores para detecção simultânea de vários alvos (PANDEY; BODAS, 

2020). 

A redução do tamanho do material (de macro para nano) resulta em um 

aumento relativo da área superficial. No caso dos PQs este aumento significativo 

contribui para que o número de átomos na superfície com ligações não 

compartilhadas promova a formação de defeitos de superfície nesses 

nanocristais. Isso acontece pois ocorre a formação de níveis intermediários de 

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

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

uma baixa eficiência de luminescência (KILINA et al., 2016). 

Na tentativa de contornar esse problema, é feito o crescimento de uma 

“casca” constituída por outro material semicondutor, geralmente de maior Eg que 

o do semicondutor que forma o núcleo da nanopartícula. Essa camada 

geralmente recebe o nome de camada de passivação. Essa camada quando em 

PQs preparados em meio aquoso é formada com o uso de moléculas contendo 

grupos tiol, que também vão atuar como agentes estabilizantes promovendo a 

estabilidade coloidal das nanopartículas (SUKHANOVA et al., 2022). 

Com ênfase em aplicações na área biológica, o método mais utilizado 

para produzir PQs é o bottom-up, que se baseia formação dos a partir de átomos 

individuais. A síntese bottom-up em meio aquoso é geralmente realizada em pH 

básico em temperaturas por volta de 90 a 100 ºC (ALIVISATOS, 1996; WAGNER 

et al., 2019). Os estabilizantes mais comuns em sínteses hidrofílicas são: ácido 

mercaptoacético (AMA), ácido 3-mercaptopropiônico (AMP), ácido 

mercaptosuccínico (AMS), L-cisteína (CIS) e cisteamina (CISTM) (ZHANG; 

CLAPP, 2011). Além disso, esses agentes estabilizantes ajudam a formar a 

camada de passivação e são úteis para promover a funcionalização dessas 

nanopartículas por meio de seus terminais carboxílicos (-COOH) e/ou aminas (-

NH2), o que facilita a conjugação com biomoléculas ou outras nanopartículas, 

como se pode observar na Figura 7. 

Ao final do processo de síntese, tem-se uma estrutura do tipo 

núcleo/casca ou core/shell. Este processo diminui os defeitos de superfície, 

consequentemente, aperfeiçoando suas propriedades fluorescentes 

(ABOUELHAMD et al., 2019; MARTINS & TRINDADE, 2012). 
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Figura 7 – Esquema da estrutura básica dos PQs e sua conjugação com biomolécula. 

 

Fonte: Adaptada de Oliveira, 2021. 

 

O estudo direcionado e específico é fundamental para uma melhor 

compreensão de processos biológicos, portanto, é necessária a conjugação de 

biomoléculas à superfície dos PQs, através de um processo conhecido como 

bioconjugação. Uma conjugação ideal deve manter as propriedades funcionais 

das biomoléculas e as propriedades ópticas dos PQs (JAHANGIR et al., 2019b). 

As biomoléculas podem ser conjugadas aos PQs através de diferentes 

métodos, assim como mostra a Figura 8. A conjugação pode acontecer a partir 

de uma interação covalente utilizando agentes de acoplamento como 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida) (EDC) em conjunto com N-hidroxisuccinimida 

(NHS) ou Sulfo-NHS (N-hidroxisulfosuccinimida) para interação carboxil-amina 

(amida) ou glutaraldeído para ligação amina-amina, por exemplo. Para a ligação 

covalente entre amina e tiol, pode-se utilizar o sulfo-SMCC (sulfossuccinimidil 4-

(N-maleimidomethil)ciclohexano-1-carboxilato). A conjugação também pode 

ocorrer a partir de estratégias não-covalentes como por: (i) funcionalização dos 

PQs com moléculas de avidina ou estreptavidina que vão interagir com 

biomoléculas biotiniladas; (ii) adsorção (baseadas em interações eletrostáticas, 

Van der Walls, dentre outras) e (iii) através de ligação direta entre as moléculas 

e os PQs (por exemplo explorando a afinidade tiol-superfície semicondutora) 

(BANERJEE et al., 2016; HERMANSON, 1996). 

Para promover a ligação amida, o EDC forma a o-acilisouréia, um 

intermediário altamente reativo com tempo de vida curto, através da interação 

com a carboxila disponível, por meio da carbodiimida (-N=C=N-). Para melhorar 

a cinética do processo, pode-se adicionar o NHS (ou Sulfo-NHS). A hidroxila do 

NHS forma um intermediário estável com o complexo reativo o-acilisouréia, o 

NHS éster, que interage com as aminas primárias, promovendo a formação da 



30 
 

 
 

ligação amida e a consequente conjugação (CABRAL FILHO et al., 2016; 

PEREIRA et al., 2019). 

 

Figura 8 – Esquema de conjugação de pontos quânticos através de interação covalente (ligação 
amida), não-covalente e os principais agentes de acoplamento utilizados. 

 

Fonte: A autora, 2023. 

 

Como mencionado anteriormente, os PQs apresentam propriedades 

espectrais e fotofísicas singulares que os tornam vantajosas opções para 

ensaios baseados em fluorescência (ABDEL-MOTTALEB et al., 2015; SMITH et 

al., 2004b). Os PQs têm maior estabilidade contra fotodegradação, com uma 

taxa 100 vezes menor do que a dos corantes orgânicos convencionais (Figura 

9). Isso permite que estudos com PQs possam ser realizados por tempos 

prolongados (BAILEY; KOVTUN; ROSENTHAL, 2017; CHUDAKOV et al., 2010). 

 

Figura 9 – Resistência à fotodegradação dos PQs. Em vermelho são antígenos nucleares 
marcados por PQs que permaneceram fluorescentes ao longo do tempo. Já os microtúbulos 
marcados pelo corante orgânico Alexa Fluor, em verde, sofreram notável fotodegradação a partir 
de 120 s. 

 

Fonte: Adaptada de Wu et al., 2002. 
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Além disso, os PQs possuem um amplo espectro de absorção, permitindo 

que uma única fonte de luz excite sua fluorescência em diferentes comprimentos 

de onda de emissão, e apresentam uma faixa de emissão estreita e simétrica 

(BILAN et al., 2016), como mostra a Figura 10. Eles também têm uma superfície 

ativa que permite sua conjugação com moléculas e outras nanoestruturas, que 

vem ampliando perspectivas de aplicações in vitro e in vivo (ABBASI et al., 

2015b; PEREIRA et al., 2019; RAMANERY; MANSUR; MANSUR, 2013; 

UPRETY et al., 2022).  

 

Figura 10 – Espectros de absorção e emissão de PQs e corantes orgânicos. Os PQs podem ser 
excitados em vários comprimentos de onda, já os corantes convencionais necessitam de 
excitação em comprimento de onda específico. 

 

Fonte: Adaptada de Smith, 2022. 

 

Por consequência, os PQs vêm sendo cada vez mais explorados nas 

ciências da vida em ensaios como: (i) aquisição de imagens in vitro e in vivo; (ii) 

biossensores ópticos, eletroquímicos ou fotoeletroquímicos; (iii) bioanalíticos e 

até mesmo para (iv) terapia fotodinâmica (JAROCKYTE et al., 2018; TANG et 

al., 2018; VIANA et al., 2016; ZHAO et al., 2023).  

Tendo em vista as vantajosas propriedades fotofísicas dos PQs e sua 

versatilidade de aplicações nas ciências da vida, sua conjugação com pequenas 

biomoléculas, como inibidores de proteases, abre uma nova perspectiva para 

estudos em níveis celular e molecular e como novas alternativas para o 

tratamento de doenças, como no caso do câncer(ZHANG et al., 2023). 
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3.4 Conjugados de pontos quânticos com inibidores de proteases 

 

Nanoconjugados baseados em PQs e inibidores de proteases vêm sendo 

estudados como sondas fluorescentes para visualização e detecção de 

proteases em células e tecidos, ensaios bioquímicos e como nanocarreadores 

para terapias direcionadas (KALITA et al., 2020; SHAHABI; RAISSI, 2022).  

Hu e colaboradores utilizaram PQs de carbono (PQsC) conjugados de 

maneira covalente a um inibidor de protease sintético (KD1) com especificidade 

para uma serino protease transmembrana tipo II, a matriptase. Essa protease 

em tecidos tumorais, juntamente com seu inibidor cognato, o inibidor do ativador 

do fator de crescimento de hepatócitos-1 (HAI-1), foram confirmados em 

desempenhar papéis fundamentais em múltiplos processos de progressão do 

câncer. Assim, PQsC-KD1 foi projetado para exibir funções diagnósticas e 

terapêuticas no câncer. PQsC-KD1 demonstrou alta atividade e seletividade de 

inibição da matriptase e suprimiu significativamente a invasão das células de 

câncer de mama in vitro. Além disso, PQsC-KD1 demonstrou uma notável 

propriedade de direcionamento ao tumor e aumentou o tempo de retenção no 

plasma e nos locais do tumor in vivo. Foi demonstrado que PQsC-KD1 foi capaz 

de marcar com sucesso as moléculas pericelulares de matriptase em células de 

câncer (Figura 11) e acumulou precisamente nos locais do tumor em 

camundongos com enxertados com células tumorais de mama. Com isso, PQsC-

KD1 pode ser considerado um potencial agente anticancerígeno multifuncional 

com propriedades diagnósticas e terapêuticas (HU et al., 2020).  
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Figura 11 – Imagens de microscopia confocal de células MCF-7, marcadas por PQsC-
KD1. Coluna da esquerda: Células marcadas com CQD-KD1 e iluminadas a 488 nm 
(verde) e 546 nm (vermelho). Coluna da direita: Células pré-incubadas com excesso de 
KD1 antes da incubação com CQD-KD1 e iluminação. 

 

Fonte: Hu et al., 2019. 

 

Bourguet e colaboradores também utilizaram um inibidor de protease 

sintético, com afinidade com a MMP-2, que é uma metaloprotease amplamente 

estudada por seu importante papel na progressão de vários tipos de câncer. 

Esse inibidor, derivado do medicamento ilomastato, foi selecionado a partir de 

outros candidatos como mais seletivo para MMP-2 e conjugado com PQs 

comerciais através da interação biotina/estreptavidina para a marcação e 

detecção específica de MMP-2 em amostras biológicas.  
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Figura 12 – Análise comparativa de variações de sinais fluorescentes utilizando duas 

concentrações diferentes do conjugado e corantes orgânicos. As curvas 

correspondentes às evoluções dos sinais de fluorescência do conjugado e de diferentes 

corantes orgânicos são visíveis no mesmo gráfico. 

 

Fonte: Bourguet et al., 2016. 

 

Foi observado que presença de composto sintético, a atividade da MMP-

2 foi reduzida em 20%, enquanto o Ilomastato diminuiu a atividade enzimática 

em 30%. O conjugado foi testado quanto à inibição de MMP-2 em ensaio 

bioquímico analítico do tipo sanduíche in vitro e comparados com corantes 

orgânicos utilizados como padrão (Figura 12). Foi demonstrado que a utilização 

do conjugado proposto permitiu que o nível do sinal de detecção da MMP-2 fosse 
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aumentado em mais de duas ordens de grandeza em relação aos corantes 

orgânicos amplamente utilizados. Portanto, o conjugado proposto pode ser 

considerado como uma possibilidade para detecção de MMP em ensaios in vitro 

e para visualização in vitro específica de MMP-2 em células e tecidos 

(BOURGUET et al., 2016). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

Os resultados desta dissertação foram apresentados e discutidos em 

formato de artigo submetido para o periódico International Journal of Biological 

Macromolecules. 

 

4.1. A fluorescent quantum dot conjugate to probe the interaction of Enterolobium 

contortisiliquum trypsin inhibitor with cancer cells. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS  

 

• Os PQs de CdTe foram sintetizados em meio aquoso apresentando 

estabilidade coloidal e alta fluorescência na região espectral do vermelho; 

• Os PQs foram conjugados com sucesso ao EcTI por ligação covalente e 

o mesmo permaneceu com intensa fluorescência e estabilidade coloidal; 

• O ensaio de atividade inibidora da tripsina demonstrou que o EcTI 

preservou sua atividade após a conjugação com os PQs; 

• Foi observado através da microscopia confocal que PQs-EcTI interagiu 

com as células HeLa e MDA-MB-231 através da membrana plasmática; 

• A citometria de fluxo demonstrou que uma maior proporção de células 

HeLa foi marcada pelo conjugado comparado a MDA-MB-231; 

• Essa diferença na proporção de células marcadas pelo PQs-EcTI pode 

ser explicada pela diferente expressão das serino proteases pelo qual o 

EcTI tem afinidade nas diferentes linhagens tumorais; 

• Portanto, a nanossonda proposta pode ser uma promissora ferramenta 

para a visualização e estudo das serino proteases específicas do EcTI em 

células tumorais através de técnicas de fluorescência. 
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