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RESUMO
Proteases tém importante papel em diversos processos fisioldgicos e tém sua

atividade controlada por seus inibidores. No céancer, o0 balanco
proteases/inibidores é alterado provocando atividade proteolitica exacerbada
promovendo a progressao tumoral. Pelo seu importante alvo, os inibidores de
proteases constituem uma classe de moléculas com grande potencial no
contexto do cancer. O EcTI € um inibidor de serino protease purificado a partir
de sementes de Enterolobium contortisiliguum com notével atividade antitumoral.
Este estudo teve como objetivo conjugar o EcTlI com pontos quanticos
carboxilados (PQs) através de interacdes covalentes e aplicar essa nanossonda
fluorescente para investigar sua interacdo com células tumorais. Os PQs séo
nanoparticulas fluorescentes com propriedades fotofisicas Unicas, tais como alta
fotoestabilidade e superficie ativa para conjugacéo, que os dao vantagens para
a aplicacao bioldgica. Os PQs e o conjugado (PQs-EcTI) foram caracterizados
opticamente através de espectroscopias de absorcdo e emissao. A capacidade
inibitéria do EcTI ap6s a conjugacdo foi analisada, e a conjugacdo avaliada
através de espectroscopia de correlacdo de fluorescéncia (FCS) e ensaio
fluorescente de microplaca (EFM). Através das técnicas de citometria de fluxo e
microscopia de fluorescéncia foi possivel observar a interacao do PQs-EcTIl com
as linhagens celulares tumorais de mama (MDA-MB-231) e cervical (HeLa). O
EcTI presente no conjugado manteve sua atividade inibitéria. A analise de EFM
revelou uma fluorescéncia 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 diametro hidrodinamico 4x maior que os
PQs sozinhos, indicando uma conjugacao bem-sucedida. Foi observado através
da microscopia de fluorescéncia que PQs-EcTI marcou a membrana plasmatica
celular. A citometria de fluxo indicou um percentual de 90% de células HelLa
marcadas, e 62% das células MDA-MB-231, sugerindo uma diferenca de
expressdo das serinoproteases entre as linhagens, as quais o EcTIl possui
afinidade. Portanto, PQs-EcTlI pode ser considerado uma potencial
nanoferramenta para estudo da interacdo desse inibidor com células tumorais
através de técnicas baseadas em fluorescéncia.

Palavras-chaves: inibidor de protease; nanoparticula; céncer; 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 contortisiliguum 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-EcTIl 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. INTRODUCAO

A protedlise é um dos processos biol6gicos mais importantes em reagdes
quimicas. A atividade proteolitica tem sido atribuida a uma classe de enzimas
denominadas proteases, que atuam hidrolisando as ligacbes peptidicas nas
proteinas. Essas enzimas séo divididas em cinco classes distintas com base no
seu mecanismo de catélise, em metaloproteases, serino proteases, cisteino
proteases, treonina proteases e aspartato proteases (ALVAREZ-EGUILUZ; DIAZ-
NAVARRO; PUENTE, 2018).

Existem mais de 500 proteases humanas — cerca de 2% dos genes
humanos — que desempenham papéis criticos nos processos biolégicos,
degradando proteinas (tanto intra quanto extracelularmente), ativando
zimogénios e regulando a sinalizacdo de vias celulares (RAWLINGS &
SALVESEN, 2013). Em processos celulares, elas participam na progressao do
ciclo celular, replicacdo do material genético, adesdo celular, proliferacdo e
migracao (ZHUANG et al., 2019).

Entretanto, quando essas enzimas sdo expressas de maneira aberrante,
elas contribuem para a progressdao e expansao de tumores, através de
mecanismos como a ativacdo de fatores de crescimento, angiogénese,
degradacdo de fatores apoptéticos e da matriz extracelular (HU et al., 2020a;
YANG et al., 2009). Foi constatada uma relagéo positiva entre a agressividade
do tumor e a secrec¢do de varias proteases, além de ter sido observado que a
expressdo de algumas proteases em células tumorais contribui para um pior
prognaostico do paciente (RAKASH, 2012).

Dentre as classes de proteases, as serino proteases ancoradas na
superficie celular vém sendo muito estudadas devido seu importante papel no
desenvolvimento e progressdao de varios tipos de cancer como de mama,
prostata, cabeca e pescoco e colon. Elas estdo envolvidas no
desenvolvimento/inicio de tumores primarios, migracado/invasdo de células
cancerigenas e formacéo de lesdes metastaticas (BAO et al., 2019; CHENG et
al., 2014; WANG et al., 2017; YAMAMOTO et al., 2018).

Portanto, inibidores de proteases (IP) vém ganhando atencéo dada a sua
capacidade de inibir essas enzimas que tém grande tem grande relevancia em

diversos processos fisiopatoldgicos, incluindo o cancer (LIMA et al., 2016). Estas
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pequenas proteinas sdo importantes ferramentas para uma melhor
interpretacdo dos principios basicos de interacdes de proteinas e a concepcao
de novos compostos terapéuticos (SRIKANTH et al., 2020).

Foi observado que os IPs provenientes de plantas apresentam atividades
biolégicos além das defesas contra pragas e microrganismos
fitopatogénicos(CLEMENTE et al., 2019), relacionando-se com moléculas
sinalizadoras que podem influenciar diversos processos bioldégicos como
inflamacdo, apoptose, coagulacdo sanguinea e consequente progressao
tumoral. No contexto do cancer, j4 se destacam como estratégias terapéuticas e
ferramentas para estudo na biologia do cancer (COTABARREN et al., 2020).

O EcTI é exemplo de um promissor inibidor de serino proteases,
purificado das sementes de Enterolobium contortisiliquum, uma &rvore da
subfamilia Mimosidae dentro da familia Fabaceae. Dentre suas atividades
bioldgicas, foi observado uma notavel atividade antitumoral em diversas
linhagens de células cancerosas, mas ndo se observou atividade em células
saudaveis (BONTURI et al., 2018; DE PAULA et al., 2012a; NAKAHATA et al.,
2011; YOO IM et al., 2021). Em estudo da atividade do EcTIl em células de mama
triplo negativo, foi relatado que ele teve capacidade diminuir a viabilidade in vitro,
adesdao, migracao e invasao de células de cancer de mama humano MDA-MB-
231. Além disso, o EcTI pode alterar citocinas e vias de sinaliza¢@o envolvidas
na carcinogénese (LOBO et al., 2020c).

Tendo em vista as promissoras atividades biolégicas do ECcTI,
principalmente sua capacidade antitumoral, surge a necessidade de um melhor
entendimento de como esse inibidor interage com diferentes sistemas bioldgicos
e principalmente em células de cancer. Assim, a combinacdo do EcTIl com
pontos quanticos (PQs), nanocristais semicondutores fluorescentes, pode gerar
interessantes ferramentas para a visualizacdo da interagdo do EcTl com
diferentes linhagens celulares de cancer, ajudando a melhor elucidar seu
mecanismo de acdo e sua interacdo com as serino proteases aos quais ele tem
afinidade.

Os PQs vém se destacando como uma vantajosa nanoferramenta
fluorescente devido as suas caracteristicas fotofisicas, como excelente
resisténcia a fotodegradacdo, superficie ativa para conjugagcdo com
biomoléculas e possibilidade de sintonizagdo do comprimento de onda de


https://www.frontiersin.org/people/u/328285
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emissdo através do tamanho da nanoparticula (FILALI; PIROT; MIOSSEC,
2020). Essas nanoparticulas tém sido muito exploradas em estudos nas ciéncias
da vida, como para imageamento, sensoriamento, terapia fotodinamica e na
entrega de farmacos (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 visualizacdo da interacdo desse
inibidor com as serino proteases auxiliando no entendimento dos niveis de
expressdo, bem como na localizagdo dessas enzimas em diferentes células
tumorais.

Assim, esta dissertacdo teve como objetivo desenvolver uma nova
nanossonda fluorescente baseada na conjugacdo covalente entre PQs
carboxilados, sintetizados em meio aquoso, com o inibidor EcTI. O conjugado
PQs-EcTI foi aplicado para investigar a interacdo do EcTI com células de
adenocarcinoma cervical humano (HeLa) e de mama (MDA-MB-231).
Esperamos que esta nanoferramenta auxilie na elucidacdo da interacdo e das
funcbes biologicas do EcTI frente a células de céancer e outros sistemas
biol6gicos.
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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 interacdo com células de cancer.

2.2 Especificos:

« Sintetizar e caracterizar opticamente PQs de CdTe;

e Conjugar o EcTI com PQsde forma covalente e caracterizar 0s

conjugados opticamente;
e Analisar a atividade inibidora do EcTI presente no conjugado PQs-EcTI;
« Avaliar a conjugacgéo dos PQs ao EcTI através de ensaios Opticos;

o Estudar a interacdo do conjugado PQs-EcTIl com células das linhagens
de adenocarcinoma mamario humano (MDA-MB-231) e adenocarcinoma

cervical humano (HelLa) atraves de técnicas de fluorescéncia.



17
3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Proteases no cancer

O cancer € uma doencga que ainda esta associada a uma alta taxa de
morbidade e mortalidade em todo o mundo, independentemente do nivel de
desenvolvimento humano. De acordo com estimativas feitas pelo estudo
GLOBOCAM 2020 (FERLAY et al., 2018), apenas nesse ano houve 19,3 milhdes
de novos casos de cancer e quase 10 milhdes de mortes pela doenca (SUNG et
al., 2021).

No estudo da biologia do cancer, alguns mecanismos responsaveis pelo
estabelecimento, progressdo e metastase tumoral ainda ndo foram totalmente
elucidados. A metastase é a caracteristica do cancer responsavel pelo maior
namero de mortes relacionadas a essa doenca (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 terapéuticas e
diagnoésticas mais eficazes (FARES et al., 2019; PRECA et al., 2017; WANG et
al., 2018).

No processo de transformacéo maligna, enzimas proteoliticas expressas
de forma descontrolada podem regular de maneira anormal proteinas criticas
para o crescimento celular, impactando diretamente na regulacdo do progresso
do ciclo celular, nas vias de sinalizacdo pr6 e anti-apoptoticas e, promovendo
assim, a proliferacédo celular descontrolada que caracteriza o cancer (SONG et
al., 2021).

Essas enzimas com atividade proteolitica sdo conhecidas como proteases
e tém papel biolégico fundamental em todos os organismos. Elas sao
responsaveis pela degradacdo de proteinas a partir da hidrélise das suas
ligacbes peptidicas. A protedlise € um evento biolégico chave, pois realiza a
remocao de proteinas supérfluas e desdobradas/mal dobradas, garantindo a
proteostase do meio (DOUCET; OVERALL, 2008).

Para manutencdo da proteostase, as proteases regulam o destino, a
localizacdo e a atividade das proteinas; modulam as interagbes proteina-

proteina, criam novas moléculas bioativas, contribuem para o processamento da
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informacgé&o celular e geram, transduzem e amplificam sinais moleculares (RAI et
al., 2022; ZHONG et al., 2019).

Como resultado direto dessas multiplas acdes, as proteases influenciam
na replicagdo e transcricdo do DNA, proliferacdo e diferenciagao celular,
morfogénese e remodelacdo tecidual, choque térmico, angiogénese,
neurogénese, ovulacao, fertilizacdo, reparo de feridas, mobilizacdo de células-
tronco, hemostasia, coagulacdo sanguinea, inflamacéo, imunidade, autofagia,
senescéncia, necrose e apoptose (GURUMALLESH et al., 2019)

Foi observado que varios tumores aumentaram os niveis de proteases em
um estagio inicial mas ja se sabe que essas enzimas estdo envolvidas em
diversos mecanismos do processo cancerigeno, como proliferacdo, respostas
imunes, recrutamento de células inflamatorias, invasdo tumoral, angiogénese,
metéstase, apoptose, transicao epitelial para mesenquimal (EMT), mobilizacédo
de células normais de seus compartimentos teciduais para auxiliar na metastase,
bem como a resposta a terapia, como quimiorresisténcia a farmacos (EATEMADI
et al., 2017; TAGIRASA & YOO, 2022; YANG et al., 2009). Além disso, foi
demonstrado que as células tumorais estimulam a expressdo de enzimas
proteoliticas em células vizinhas ndo neoplasicas, sequestrando sua atividade
para favorecer a expanséao do tumor (BAGHBAN et al., 2020; RAKASH, 2012).

As proteases podem ser classificadas segundo o Comité de
Nomenclatura do The International Union of Biochemistry and Molecular Biology
(IUBMB) como um subgrupo das hidrolases. O agrupamento das proteases €
baseado no tipo de reacdo em que atua como catalisador e a natureza e as
propriedades quimicas do seu sitio catalitico (GURUMALLESH et al., 2019). De
acordo com o mecanismo catalitico, as proteases podem ser divididas em dois
principais grupos: exopeptidases e endopeptidases (Figura 1), dependendo do
tipo de reacéo que estdo realizando (AGARWAL et al., 1990).

As exopeptidases executam sua atividade enziméatica por hidrélise
apenas nos pontos terminais de nitrogénio ou carbono da cadeia de substrato
inteiramente composta por polipeptideos (MOTYAN; TOTH; TOZSER, 2013).
Elas atuam em duas formas, a saber, aminopeptidase e carboxipeptidase. As
endopeptidases estdo proativamente envolvidas em causar clivagem em

aminoacidos que nao sao terminais (SOLANKI et al., 2021).
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As endopeptidases sao agrupadas de acordo com o tipo quimico do
grupo que é o principal responsavel pela sua atividade catalitica. Existem seis
classes de protease; (i) proteases de cisteina, (ii) proteases de serina, (iii)
proteases de treonina, (iv) proteases de acido glutamico, (v) proteases de 4cido
aspartico e (vi) metaloproteases (HELLINGER & GRUBER, 2019; RAO et al., 1998).

Figura 1 — Esquema com classificacdo das proteases baseada em seu mecanismo catalitico.

Fonte: A autora, 2023.

As serino proteases séo identificadas pela ocorréncia do residuo de serina
no sitio de ligacédo catalitica. Esse tipo de protease contribui para um terco de
todas as proteases conhecidas (ANTALIS; BUZZA, 2016; TAGIRASA; YOO, 2022).

Nos ultimos anos, as serino proteases despertaram grande interesse
biomédico devido a identificacdo de seus papéis essenciais em diferentes
processos fisiopatoldgicos (MENOU et al., 2017). Frequentemente existem como
zimogénios e sao ativados por protedlise especifica e limitada, que por sua vez
regulam as atividades enziméticas. A regulacdo normal das atividades dessa
protease € essencial para as atividades fisiologicas da célula, e a regulacdo
anormal dessas atividades de protease pode levar a condicbes patologicas,
como o cancer. Os ativadores de plasminogénio do tipo uroquinase sdo um tipo
de proteases de serino que foram bem investigadas quanto a sua relagdo com
invasdo tumoral e metastase (HENNEKEET al., 2010; LASKAR et al., 2012).

Esta familia de proteinas pode ser encontrada extracelularmente, na

superficie celular ou intracelularmente em estruturas subcelulares como
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lisossomos ou mitocéndrias, no ndcleo ou no citoplasma (Figura 2) (NAYAK &
MULLER, 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 dominio transmembranar através do qual séo
ancoradas a membrana citoplasmatica (MENOU et al., 2017).

As serino proteases ancoradas a membrana podem ser classificadas em
trés grupos, dependendo do seu dominio transmembranar: tipo | (com um
dominio transmembranar carboxi-terminal), tipo Il (com um dominio
transmembranar amino-terminal que se estende através do citosol) e GPI (ligado
a membrana por glicosil-fosfatidilinositol)(DE ABERASTURI & CALVO, 2015;
NETZEL-ARNETT ET AL., 2003).

Dentre as proteases ancoradas a membrana, a triptase € a Unica serino
protease transmembranar tipo | conhecida. As serino proteases ancoradas por
GPI humanas sao a prostasina e a testisina. Os TTSPs do tipo Il sdo o maior
grupo de serino proteases pericelulares e podem ser divididos em quatro
subfamilias: (i) a subfamilia HAT/DESC, (ii) a subfamilia Hepsina/TMPRSS, (iii)
a Matriptase e (iv) a subfamilia Corin, consistindo de um Unico membro
(ANTALIS et al., 2010).

Figura 2 — Principais serino proteases humanas secretadas extracelularmente, ligadas a
receptores especificos da superficie celular, além das serino protease transmembranares tipo |
e Il e suas principais representantes.
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Fonte: Adaptada de Antalis et al., 2010.
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A subfamilia S1A das serino proteases é a mais amplamente estudada e
seus membros mais conhecidos sao tripsina, quimotripsina e trombina, que séo
produzidas como proteases solUveis e secretadas no meio extracelular. Algumas
dessas enzimas, por exemplo: uPA e PCA (proteina C ativada), podem participar
da protedlise pericelular por ligacdo a receptores especificos da superficie
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
dominio transmembranar (LEYTUS et al., 1988). Ela possui um dominio
transmembrana tipo Il, estd envolvida com diversas funcgfes fisioldgicas e
patolégicas. No tecido normal, a matriptase € expressa principalmente em
células epiteliais e € essencial para o desenvolvimento e manutencao de 6rgaos
com componentes epiteliais altamente especializados, como a pele e o trato
gastrointestinal (VARELA; HYLAND; LIST, 2018). No céncer, essa protease tem
participacdo na angiogénese, na degradacdo da matriz extracelular e na
progressdo de alguns canceres, incluindo de mama, cervical, colorretal e de
prostata, bem como outros tumores sélidos (carcinomas) e malignidades
hematoldgicas (ANTALIS et al., 2011; NAKAMURA, 2009; SZABO & BUGGE, 2020).

A matriptase € inibida em células saudaveis pelo inibidor do ativador do
fator de crescimento de hepatdcitos (HAI-1). Durante a progressédo do cancer de
préstata, por exemplo, ha expressdo de matriptase e perda de HAI-1 que pode
ser um evento importante. Foi sugerido que a proporcao desses dois produtos
génicos pode servir como um biomarcador promissor para a progressao do
cancer de prostata e um marcador potencial para estabelecer a eficacia de

intervencdes terapéuticas e quimiopreventivas (SALEEM et al., 2006).

3.2 Inibidores de protease e o0 EcTI

Tendo em vista o importante papel que as proteases exercem nos
sistemas biolégicos de todos os organismos, os inibidores dessas enzimas
também tém papel crucial no processo de regulagéo da atividade proteolitica nos
sistemas (HAMADA & KISO, 2016; TURK et al., 2002). No cancer, esse balanco de

proteases/inibidores se torna alterado, causando uma atividade proteolitica
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exacerbada de proteinas-chave que contribuem para o estabelecimento e
progressdo tumoral (LINGARAJU & GOWDA, 2008). A atividade antitumoral dos
inibidores de proteases pode acontecer diretamente a partir da inibicdo da
protedlise da matriz extracelular ou indiretamente devido a inibicdo da ativacao
de wuma cascata proteolitica (CABRAL-PACHECO et al, 2020;
SKRZYDLEWSKA, 2005).

Tendo em vista sua promissora funcdo no processo carcinogénico,
estudos com inibidores de proteases provenientes de plantas tém se expandido
e suas atividades tém sido ampliadas n&o apenas a mecanismos de defesa das
plantas, mas inibindo moléculas sinalizadoras que influenciardo diversos
processos como inflamacgéo, apoptose, coagulacdo sanguinea e consequente
progressdo tumoral (RUDZINSKA et al., 2021; SRIKANTH & CHEN, 2016).

O sistema de classificacdo mais tradicional classifica os inibidores em
diferentes familias, incluindo Kunitz, Bowman-Birk, Kazal, Potato |, Potato Il e
Serpins e € baseada em semelhancas na sequéncia de aminoacidos, agrupando
os inibidores de acordo com suas estruturas (BONTURI et al., 2022). Os IPs
provenientes de plantas também foram estudados em doencas
cardiovasculares, osteoporose, doencas inflamatorias e neurodegenerativas
(SRIKANTH; CHEN, 2016).

Estudos in vitro e in vivo demostraram o potencial de IPs de fontes
vegetais para impedir varios estagios da carcinogénese. Dentre esses estudos,
ja foi demonstrada atividade antitumoral a partir de mecanismos anti-
inflamatorios (LICHTENSTEIN et al., 2008), efeito quimiopreventivo (DE PAULA
et al., 2012a) e supressao do crescimento celular (ARMSTRONG et al., 2013;
CLEMENTE et al., 2010).

O Enterolobium contortisiliquum Trypsin Inhibitor (EcTIl) € um inibidor
isolado e purificado das sementes de Enterolobium contortisiliguum, uma arvore
da familia Fabaceae, subfamilia Mimosidae (Figura 3). Essa arvore é encontrada
nas florestas estacional semidecidua, ombrdfila densa e estacional decidual do

bioma de Mata Atlantica, além do cerrado brasileiro central (DE LIMA, 2009).
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Figura 3 — (A) arvore; (B) e (C) frutos e (D) sementes de Enterolobium contortisiliguum Trypsin
Inhibitor.

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

Esse inibidor pertence a familia Kunitz e apresenta inibicdo contra
diversas serino proteases, dentre elas a tripsina e quimotripsina bovina,
calicreina plasmatica, plasmina, elastase de neutrofilo humano e fator Xlla. O
EcTI apresenta pl 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
polipeptidicas covalentemente unidas, com 134 e 40 aminoacidos cada (Figura
4).

Figura 4 — Sequéncia primaria do inibidor EcTI.
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Ja 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 primarios humanos e células-
tronco mesenquimais (hMSCs), sendo observada a diminui¢do na viabilidade em
linhagens tumorais, mas nao nas linhagens ndo tumorais (NAKAHATA et al.,
2011).

O EcTI também teve efeito sobre linhagens celulares de glioblastoma
(U87) e potencializou o efeito anticancerigeno em um tumor cerebral agressivo
(BONTURI et al., 2018). Foi recentemente relatado que o EcTI, quando ligado
ao colageno |, desencadeia varias vias que diminuem a viabilidade celular e a
invasao de células de cancer 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 proteinas FAK, SRC e PI3K e
reduzindo funcbes essenciais para a regulacdo do tumor, como proliferacdo
celular, migracdo, invasdo e adesao celular a multiplas 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 interacdo com células tumorais. Nesse contexto,
técnicas baseadas em fluorescéncia podem contribuir com alta sensibilidade na

elucidacao de processos em nivel celular e molecular (ETRYCH et al., 2016).

3.3 Fundamentos dos pontos quanticos

As técnicas baseadas em fluorescéncia tém sido extensivamente
exploradas em varias areas na pesquisa e industria. Com o rapido avanco das
técnicas biofisicas e analiticas, as sondas fluorescentes se tornaram ferramentas
amplamente empregadas para a detec¢do, monitoramento e rastreamento de
espécies biologicamente importantes, como biomacromoléculas, incluindo
proteinas, carboidratos, lipidios e DNAs/RNAs (CHAN; DODANI; CHANG, 2012;
JIAO et al., 2018; SEDGWICK et al., 2018), facilitando estudos interdisciplinares
na interface entre a fisica, quimica, biologia e ciéncias farmacéuticas e médicas

(JIAO et al., 2018). O uso de sondas fluorescentes nessas areas de pesquisa
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levou & elucidacdo de uma variedade de processos celulares biol6gicos
relevantes para doencas anteriormente desconhecidos (ROMIEU, 2015; WU et
al., 2020).

Nesse contexto, os pontos quanticos (PQs) ou quantum dots (QDs) tém
se destacado como promissoras sondas fluorescentes devido as vantagens
fotofisicas significativas que eles apresentam em comparagdo com 0s corantes
organicos, fluoréforos mais comumente utilizados. Dentre as vantagens dos PQs
pode-se destacar sua alta resisténcia a fotodegradacdo, fluorescéncia
sintonizavel com o tamanho e a possibilidade de conjugacdo a biomoléculas e
outras nanoparticulas (ABBASI et al., 2015).

Os PQs sao nanocristais semicondutores altamente fluorescentes com
tamanho tipicamente entre 2 e 10 nm. Eles séo constituidos de poucas centenas
a poucos milhares de &tomos, exibindo propriedades Opticas, que sédo
significativamente diferentes, quando comparadas aos mesmos cristais em
escala macroscopica (bulk) (JAHANGIR et al., 2019).

Essas nanoparticulas podem ser formadas por diferentes materiais
semicondutores, em geral, caracterizados por composi¢cbes binarias de
elementos quimicos pertencentes as familias II-VI, 1lI-V ou IV-VI da antiga tabela
periodica, como cadmio (Cd), zinco (Zn), selénio (Se), enxofre (S) e telario (Te)
(ZHANG et al., 2023). Ademais, novos tipos de PQs ternarios e quaternarios tém
sido sintetizados, por exemplo, CulnS (CIS), CulnSe (CISe), CuzZnInS (CZIS),
ZnAgInSe (ZAlISe) 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 necessaria
para os elétrons passarem da banda de conducéo (BC) para a banda de valéncia
(BV), e é expressa em elétron-volt (eV). Para que ocorra a passagem de elétrons
da BV para a BC, é necessario que seja aplicada uma energia com valor igual
ou superior ao Eg desse material (SMITH; GAO; NIE, 2004a; ZHOU; COLEMAN,
2016).

Nos semicondutores, como € o caso dos PQs, energias menores que 3
eV podem ja ser suficientes para impulsionar um elétron da banda BV para a BC
que permite, por exemplo, que a luz visivel ou ultravioleta (UV) possa ser
utilizada nessa excitacdo, 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 séo 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 recombinacdo excitdnica e representa um processo
natural de decaimento energético dos elétrons para retornar ao seu estado
fundamental, gerando assim, a emissao de fluorescéncia (BRUS, 1984; REID et
al., 2018).

Figura 5 — Esquema de fotoluminescéncia em semicondutores. Ao ser excitado, o elétron (e~)
passa para a banda de conducéo (BC), levando a formacéo de um éxciton. Apos relaxacéo e
recombinacao excitbnica, € gerada a emissdo de fluorescéncia. Onde: h* representa o buraco

formado na banda de valéncia (BV), pela excitagdo do elétron.
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Fonte: A autora, 2023.
Em nanoescala, os elétrons e buracos sofrem um forte confinamento

quantico, modificando as propriedades 6pticas do material semicondutor. Esse
fendmeno acontece quando pelo menos uma das dimensdes do material (x, y ou
z) se torna fisicamente menor que o raio de Bohr! caracteristico desse material.
Esse processo leva a uma mudanca na distribuicdo dos estados de energia
nesse material (BRUS, 1984).

Se as trés dimensdes do material forem menores que o raio de Bohr, 0
confinamento quéntico é tridimensionalmente, o que leva ao aparecimento de
niveis discretos de energia eletrénica. E nessa situacdo que esses materiais
semicondutores sédo considerados PQs (CHOU & DENNIS, 2015; RESHMA &
MOHANAN, 2019), e que por apresentarem niveis de energia sdo conhecidos
como atomos artificiais (FOLSCH et al., 2014; RANJBAR-NAVAZI et al., 2019).

1 Nos materiais macroscopicos o par elétron-buraco pode se mover juntos através de forca
atrativa, existindo sempre uma distancia média entre eles chamada raio de Bohr, em alusé&o ao

atomo de hidrogénio. O raio de Bohr é caracteristico de cada semicondutor e é calculado
analisando o material em escala macroscoépica (bulk).
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No caso dos PQs de CdTe, muito utilizados em aplica¢des biolégicas, o
raio de Bohr é de aproximadamente 7,3 nm. Assim, as nanoparticulas
sintetizadas a partir desse semicondutor quando tém diametros
consideravelmente menores a 7,3 nm, sdo consideradas PQs (MEZRAG &
BOUARISSA, 2019).

Como outra consequéncia do confinamento quantico, ha uma modulagéo
do Eg. Assim, quanto menor o tamanho do PQ, maior € o Eg, e sua fluorescéncia
se desloca para a regido espectral azul, enquanto os PQs maiores tém menor
Eg, resultando em fluorescéncia mais proxima do infravermelho (PEREIRA et al.,
2019; SANTOS et al., 2016), como pode ser observado na Figura 6.

Figura 6 — Os PQs e o confinamento quantico: aparecimento de niveis discretos de energia e
também h& aumento do bandgap (Eg) com a redu¢é@o do tamanho da particula. Representagéo
para PQs de CdTe.
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Fonte: Adaptada de Pereira et al., 2019.

Portanto, é possivel controlar em que regido do espectro eletromagnético
um PQ ird emitir, através do controle do seu tamanho. Se pode explorar desde
a faixa do ultravioleta até regides proximas do infravermelho, dependendo
também da sua composicdo. Isso permite que eles cubram pelo menos todo o
espectro de luz visivel, que vai de 400 a 700 nm. Com essas propriedades, &

possivel criar sistemas para uma analise multiplex, utilizando nanocristais de
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diferentes cores para deteccdo simultanea de varios alvos (PANDEY; BODAS,
2020).

A reducdo do tamanho do material (de macro para nano) resulta em um
aumento relativo da area superficial. No caso dos PQs este aumento significativo
contribui para que o numero de atomos na superficie com ligacbes nado
compartilhadas promova a formacdo de defeitos de superficie nesses
nanocristais. I1sso acontece pois ocorre a formacao de niveis intermediarios 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 niveis intermediarios, levando a
uma baixa eficiéncia de luminescéncia (KILINA et al., 2016).

Na tentativa de contornar esse problema, é feito o crescimento de uma
“casca” constituida por outro material semicondutor, geralmente de maior Eg que
o do semicondutor que forma o ndcleo da nanoparticula. Essa camada
geralmente recebe o nome de camada de passivacédo. Essa camada quando em
PQs preparados em meio aquoso é formada com o uso de moléculas contendo
grupos tiol, que também vao atuar como agentes estabilizantes promovendo a
estabilidade coloidal das nanoparticulas (SUKHANOVA et al., 2022).

Com énfase em aplicacbes na area bioldgica, 0 método mais utilizado
para produzir PQs é o bottom-up, que se baseia formacao dos a partir de &tomos
individuais. A sintese bottom-up em meio aquoso € geralmente realizada em pH
basico em temperaturas por volta de 90 a 100 °C (ALIVISATOS, 1996; WAGNER
et al., 2019). Os estabilizantes mais comuns em sinteses hidrofilicas sédo: acido
mercaptoacético (AMA), acido 3-mercaptopropidnico (AMP), acido
mercaptosuccinico (AMS), L-cisteina (CIS) e cisteamina (CISTM) (ZHANG;
CLAPP, 2011). Além disso, esses agentes estabilizantes ajudam a formar a
camada de passivacdo e sdo Uteis para promover a funcionalizacdo dessas
nanoparticulas por meio de seus terminais carboxilicos (-COOH) e/ou aminas (-
NH2), o que facilita a conjugacdo com biomoléculas ou outras nanoparticulas,
como se pode observar na Figura 7.

Ao final do processo de sintese, tem-se uma estrutura do tipo
ndcleo/casca ou core/shell. Este processo diminui os defeitos de superficie,
consequentemente, aperfeicoando suas propriedades fluorescentes
(ABOUELHAMD et al., 2019; MARTINS & TRINDADE, 2012).
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Figura 7 — Esquema da estrutura basica dos PQs e sua conjugacdo com biomolécula.
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Fonte: Adaptada de Oliveira, 2021.

O estudo direcionado e especifico é fundamental para uma melhor
compreensao de processos bioldgicos, portanto, € necessdria a conjugacao de
biomoléculas a superficie dos PQs, através de um processo conhecido como
bioconjugacdo. Uma conjugacao ideal deve manter as propriedades funcionais
das biomoléculas e as propriedades 6pticas dos PQs (JAHANGIR et al., 2019b).

As biomoléculas podem ser conjugadas aos PQs através de diferentes
meétodos, assim como mostra a Figura 8. A conjugacao pode acontecer a partir
de uma interacdo 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 interagdo carboxil-amina
(amida) ou glutaraldeido para ligagdo amina-amina, por exemplo. Para a ligacéo
covalente entre amina e tiol, pode-se utilizar o sulfo-SMCC (sulfossuccinimidil 4-
(N-maleimidomethil)ciclohexano-1-carboxilato). A conjugacdo também pode
ocorrer a partir de estratégias nao-covalentes como por: (i) funcionalizacdo dos
PQs com moléculas de avidina ou estreptavidina que vao interagir com
biomoléculas biotiniladas; (ii) adsorcéo (baseadas em interacdes eletrostéticas,
Van der Walls, dentre outras) e (iii) através de ligacao direta entre as moléculas
e 0os PQs (por exemplo explorando a afinidade tiol-superficie semicondutora)
(BANERJEE et al., 2016; HERMANSON, 1996).

Para promover a ligacdo amida, o EDC forma a o-acilisouréia, um
intermediario altamente reativo com tempo de vida curto, através da interacao
com a carboxila disponivel, 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 intermediario estavel com o complexo reativo o-acilisouréia, o

NHS éster, que interage com as aminas primarias, promovendo a formagéo da
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ligacdo amida e a consequente conjugacdao (CABRAL FILHO et al., 2016;

PEREIRA et al., 2019).

Figura 8 — Esquema de conjugacao de pontos quanticos através de interagcéo covalente (ligagao

amida), ndo-covalente e 0s principais agentes de acoplamento utilizad
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Como mencionado anteriormente, os PQs apresentam propriedades

espectrais e fotofisicas singulares que os tornam vantajosas opcdes para
ensaios baseados em fluorescéncia (ABDEL-MOTTALEB et al., 2015; SMITH et
al., 2004b). Os PQs tém maior estabilidade contra fotodegradacédo, com uma

taxa 100 vezes menor do que a dos corantes organicos 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 — Resisténcia a fotodegradacdo dos PQs. Em vermelho sdo antigenos nucleares
marcados por PQs que permaneceram fluorescentes ao longo do tempo. Ja os microtlbulos
marcados pelo corante organico Alexa Fluor, em verde, sofreram notavel fotodegradagéo 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 absorc¢éo, permitindo
gue uma unica fonte de luz excite sua fluorescéncia em diferentes comprimentos
de onda de emissao, e apresentam uma faixa de emisséo estreita e simétrica
(BILAN et al., 2016), como mostra a Figura 10. Eles também tém uma superficie
ativa que permite sua conjugacdo com moléculas e outras nanoestruturas, que
vem ampliando perspectivas de aplicacdes in vitro e in vivo (ABBASI et al.,
2015b; PEREIRA et al., 2019; RAMANERY; MANSUR; MANSUR, 2013;
UPRETY etal., 2022).

Figura 10 — Espectros de absor¢do e emissao de PQs e corantes organicos. Os PQs podem ser
excitados em varios comprimentos de onda, jA 0s corantes convencionais necessitam de
excitacdo em comprimento de onda especifico.
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Fonte: Adaptada de Smith, 2022.

Por consequéncia, os PQs vém sendo cada vez mais explorados nas
ciéncias da vida em ensaios como: (i) aquisi¢cdo de imagens in vitro e in vivo; (ii)
biossensores 0Opticos, eletroquimicos ou fotoeletroquimicos; (iii) bioanaliticos e
até mesmo para (iv) terapia fotodinamica (JAROCKYTE et al., 2018; TANG et
al., 2018; VIANA et al., 2016; ZHAO et al., 2023).

Tendo em vista as vantajosas propriedades fotofisicas dos PQs e sua
versatilidade de aplica¢des nas ciéncias da vida, sua conjugacdo com pequenas
biomoléculas, como inibidores de proteases, abre uma nova perspectiva para
estudos em niveis celular e molecular e como novas alternativas para o

tratamento de doencas, como no caso do cancer(ZHANG et al., 2023).
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3.4 Conjugados de pontos quanticos com inibidores de proteases

Nanoconjugados baseados em PQs e inibidores de proteases vém sendo
estudados como sondas fluorescentes para visualizacdo e deteccdo de
proteases em células e tecidos, ensaios bioquimicos 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 I, a matriptase. Essa protease
em tecidos tumorais, juntamente com seu inibidor cognato, o inibidor do ativador
do fator de crescimento de hepatocitos-1 (HAI-1), foram confirmados em
desempenhar papéis fundamentais em multiplos processos de progressao do
cancer. Assim, PQsC-KD1 foi projetado para exibir funcdes diagnésticas e
terapéuticas no cancer. PQsC-KD1 demonstrou alta atividade e seletividade de
inibicdo da matriptase e suprimiu significativamente a invasdo das células de
cancer de mama in vitro. Além disso, PQsC-KD1 demonstrou uma notavel
propriedade de direcionamento ao tumor e aumentou o tempo de retencao 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
cancer (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 anticancerigeno multifuncional

com propriedades diagndésticas e terapéuticas (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 incubagcdo com CQD-KD1 e iluminagéo.
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Fonte: Hu et al., 2019.

Bourguet e colaboradores também utilizaram um inibidor de protease
sintético, com afinidade com a MMP-2, que € uma metaloprotease amplamente
estudada por seu importante papel na progressao de varios tipos de cancer.
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 interacdo biotina/estreptavidina para a marcagdo e

deteccao especifica de MMP-2 em amostras bioldgicas.
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Figura 12 — Analise comparativa de variacdes de sinais fluorescentes utilizando duas
concentracoes diferentes do conjugado e corantes organicos. As curvas
correspondentes as evolucdes dos sinais de fluorescéncia do conjugado e de diferentes
corantes organicos sao visiveis no mesmo gréfico.
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Fonte: Bourguet et al., 2016.

Foi observado que presenca de composto sintético, a atividade da MMP-
2 foi reduzida em 20%, enquanto o llomastato diminuiu a atividade enzimética
em 30%. O conjugado foi testado quanto a inibicio de MMP-2 em ensaio
bioquimico analitico do tipo sanduiche in vitro e comparados com corantes
organicos utilizados como padrao (Figura 12). Foi demonstrado que a utilizacéo

do conjugado proposto permitiu que o nivel do sinal de detec¢cdo da MMP-2 fosse



35

aumentado em mais de duas ordens de grandeza em relagdo aos corantes
organicos amplamente utilizados. Portanto, o conjugado proposto pode ser
considerado como uma possibilidade para deteccdo de MMP em ensaios in vitro
e para visualizacdo in vitro especifica de MMP-2 em células e tecidos
(BOURGUET et al., 2016).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo foram apresentados e discutidos em
formato de artigo submetido para o periddico 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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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:
Nemoparticle
Protease inhibitor
Tumor cells

Serine proteases play crucial biological roles and have their activity controlled by inhibitors, such as the EcTI, a
serine protease inhibitor purified from Enterolobium contortisiliquum seeds, which has anticancer activity. This
study aimed to conjugate EcTI with quantum dots (QDs), fluorophores with outstanding optical properties, and
investigate the interaction of QDs-EcTI nanoprobe with cancer cells. The conjugation was evaluated by fluo-
rescence correlation spectroscopy (FCS) and fluorescence microplate assay (FMA). EcTI inhibitory activity after
interaction with QDs was also analyzed. From FCS, the c gate p d; ic di about 4x
greater than bare QDs, suggesting a successful conjugation. This was supported by FMA, which showed a relative
fluorescence intensity of ca. 3815% for the nanosystem, concerning bare QDs or EcTI alone. The EcTI inhibitory
activity remained intact after its interaction with QDs. From flow cytometry analyses, approximately 62% of
MDA-MB-231 and 90% of HeLa cells were labeled with the QD-EcTI conjugate, suggesting that their membranes
have different protease levels to which EcTI exhibits an affinity. Concluding, the QD-EcTI represents a valuable
nanotool to study the interaction of this inhibitor with cancer cells using fluorescence-based techniques with the
potential 1o unravel the intricate dynamics of interplays between proteases and inhibitors in cancer biology.
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1. Introduction

Proteases are enzymes that catalyze proteolytic activities by pro-
moting the hydrolysis of peptide bonds. Based on the mechanism of
catalysis, five distinct protease classes have been identified, including
metalloproteases, serine proteases, cysteine proteases, threonine pro-
teases, and aspartic proteases [1]. Proteases have relevant roles in the
mediation of different cellular processes, such as cell cycle progression,
replication of genetic material, cell adhesion, proliferation, and
migration.

In the context of cancer, proteases can interfere and participate in

tumor progression at primary and metastatic sites [2]. In cancer, pro-
teolytic activity increases, promoting tumor establishment by activating
pro-cancer growth factors, favoring angiogenesis, and degrading
apoptotic factors [3]. This increased proteolysis promotes extracellular
matrix digestion, which is necessary for cancer cells to invade and
migrate through the basal lamina, leading to the development of me-
tastases in distant sites [4].

Plant-derived compounds with antitumor activity have been pro-
posed as an alternative to conventional chemotherapy [5-8]. In this
context, beyond plant defenses, protease inhibitors isolated from plants
have been playing relevant biological roles acting as signaling molecules
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Fig. 1. Morphology of the fruit parts of Enterolobium contortisiliquum. A: Entire fruit and B: Cotyledons and a seed indicated by the red arrow.

that can influence biological processes such as inflammation, apoptosis,

blood clotting, and consequent tumor progression [9].
Tobi

2. Experimental procedures

An interesting plant serine protease inhibitor is the Enter
contortisiliquum trypsin inhibitor (EcTI), which has a molecular mass of
about 22 kDa and is purified from the seeds of Enterolobium con-
tortisiliquum (Fig. 1), a tree of the subfamily Mimosidae within the family
Fabaceae [10,11].

The action of EcTI on cancer cells has been studied, showing an
anticancer effect, decreasing the viability of tumor cell lines but not of
healthy ones [12]. It was reported that EcTI can decrease the in vitro
viability, adhesion, migration, and invasion of MDA-MB-231 human
breast cancer cells; moreover, EcTI can alter cytokines and signaling
pathways involved in carcinogenesis [13].

Noting the promising biological properties of EcTI and its antitumor
effect, we sought to understand how EcTI interacts with different bio-
logical systems, such as cancer cells. We believe that the combination of
EcTI with quantum dots (QDs), semiconductor nanocrystals, has po-
tential for probing the interaction of this inhibitor with different cancer
cell lines, helping to unravel its mechanism of action. These nano-
particles have been increasingly used in studies in life sciences, as they
have unique characteristics, such as excellent resistance to photo-
degradation and a high active surface for conjugation with biomolecules
[14]. Strategies to conjugate QDs to biomolecules may include, for
example, adsorption induced by electrostatic interaction or covalent
bonding. The conjugation process can be challenging, as it depends on
the particularities of each biomolecule, such as its structural and phys-
icochemical characteristics. Further, the biological compound must
maintain its functionality and QDs need to continue emitting a detect-
able fluorescence signal [15-17].

Thus, this study aimed to develop a new fluorescent nanoprobe based
on the covalent conjugation of water-dispersed carboxyl-coated QDs
with EcTI. To our knowledge, this is the first study that has conjugated
QDs with a protease inhibitor, purified from a natural source, to develop
a fluorescent nanotool that can be used to probe the interaction of the
EcTI with biological systems, such as cancer cells, through optical
techniques. The QDs-EcTI conjugate was applied to investigate the in-
hibitor interaction with human HeLa (cervical) and MDA-MB-231
(breast) adenocarcinoma cells. We hope this nanotool helps better un-
derstand the EcTI biological functions in cancer cells and other biolog-
ical systems. Furthermore, we believe this work may stimulate other
authors to develop nanoprobes based on protease inhibitors-QDs and
take advantage of fluorescence techniques to study the interplays of
these inhibitors with their respective proteases.

2.1. Chemical

Cadmium chloride (CdCly), metallic tellurium powder, sodium
borohydride (NaBH4), Tris Base, N-hydroxysuccinimide (NHS), mer-
captosuccinic acid (MSA), Tris-HCI, phosphate-buffered saline (PBS), N-
benzoyl-DL-arginylp-nitroanilide (BApNA), bovine trypsin, dimethyl
sulfoxide (DMSO), Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM),
streptomycin, and penicillin were purchased from Sigma-Aldrich. So-
dium hydroxide (NaOH) was purchased from Panreac Applichem. So-
dium chloride (NaCl) was purchased from Vetec. N-(3-
dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC) was
purchased from Fluka. RPMI1640 medium, fetal bovine serum (FBS),
and trypsin-EDTA 0.25% were obtained from Gibco. When necessary,
solutions were prepared using ultrapure water (18.2 MQ).

2.2. Synthesis and optical characterization of QDs

The synthesis of water-dispersed CdTe QDs stabilized and function-
alized with mercaptosuccinic acid (MSA), was performed according to a
previously established protocol [14], with minor modifications. Firstly,
an aqueous solution containing CdCl; (0.5 mmol) and MSA (0.6 mmol)
at pH > 10 was prepared using NaOH (2 M). In a second step, metallic
tellurium (Te” — 0.1 mmol) was reduced to Te~ using NaBH4 (3 mmol)
in an alkaline medium, under an inert Ny atmosphere. Then, reduced
tellurium (Te?") was added to the MSA/Cd?* solution and remained in
constant stirring and heating at 90 °C for approximately 6:30 h to obtain
QDs emitting in the orange/red spectral region. The molar ratio used in
the synthesis was 5:1:6 (Cd:Te:MSA).

The QD suspension was optically characterized through absorption
(UV-Vis 1800 Shimadzu spectrophotometer) and emission (LS 55 Per-
kinElmer spectrometer, at L.y = 488 nm) spectroscopies. The QD con-
centration was estimated by Beer-Lambert’s law (A = £CL), where A is
the absorbance value at the first peak, L is the light path length, and ¢ is
the extinction coefficient for CdTe nanocrystals, ¢ = 10043(D)*!?, as
proposed by Yu et al. [18]. Furthermore, the QD diameter was estimated
following the equation proposed by Dagtepe et al. [19] D =
1384360000061, where ). is the wavelength referring to the first absorp-
tion peak. This empirical equation was suggested through a correlation
between the absorption behavior and the transmission electron micro-
scopy results. In addition, the size distribution using the full width at
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half maximum of the first peak of the UV-Vis spectrum was also
estimated.

2.3. Conjugation of QDs to EcTI

Enterolobium contortisiliquum trypsin inhibitor was obtained from
E. contortisiliquum seeds and purified according to the protocol described
by Batista et al. [10]. QDs were conjugated to the EcTI by a covalent
approach using EDC and NHS as coupling agents, based on previously
reported procedure [20]. In this covalent conjugation, EDC couples to
carboxyl moieties of NHS, forming an NHS ester that is more stable than
the O-acylisourea intermediate formed when NHS is not present. Then,
the NHS ester reacts with the primary amine groups present in the
proteins, allowing a covalent ¢ gation through amide bonds [16].
For this purpose, first the pH of the QD suspension (1 mL) was adjusted
to 5.5 using MSA at 4.9% (w/v). Then, 0.5 mL of EDC solution (0.4
mg-mL 1) and 0.5 mL of NHS solution (5.5 mg-mL ])were added to the
QD suspension. Then, 454 L of EcTI (1 mg-mL 1) were added to the QD
suspension with the coupling agents (1:8 of nanoparticle:molecules).
The conjugate remained under stirring for 2 h at room temperature (~
25 °C), then the systems were maintained at 4 °C. The QDs-EcTI con-
jugate was also optically characterized by emission and absorption
spectroscopies, as mentioned above for QDs (Section 2.2).

2.4. Conjugation evaluation

2.4.1. Fluorescence microplate assay

Fluorescence microplate assay was used as one of the methods to
evaluate the conjugation between EcTI and QDs [21]. Briefly, 50 pL of
the QDs-EcTI conjugate, EcTI alone, and bare QDs were added to a
polystyrene microplate (PerkinElmer black 96-well Optiplate F HB), in
triplicate and incubated in a water bath at 37 °C for 2 h. EcTI alone and
bare QDs were used in the same concentration as found in the conjugate.
For this, a volume of ultrapure water equivalent to that used in the
conjugation process (i.e., EDC, NHS, EcTI or QDs) was added to those
samples.

After, the wells were washed with ultrapure water three times, then
analyzed by the WALLAC 1420 Plate Reader, using Victor” software
(PerkinElmer). The excitation and emission bandpass filters used were
BP 405 + 2.5 nm and BP 595 =+ 15 nm, respectively. The acquisition
time was 1 s, the lamp was set to 20,000 ¢W and normal slits were used
for the excitation of samples and for collecting the emission. Results
were expressed by the relative fluorescence intensity (RF), calculated
from Eq. (1), where “control FL" is the mean signal acquired from EcTI
alone and bare QDs (controls) and “conjugate FL” is the mean signal from
QDs-EcTI sample [21,22]. The fluorescence signals were expressed in
arbitrary units (a.u.), and the better the conjugation, the higher is the
signal of QDs-biomolecule systems. Data were presented as mean =+
standard deviation (SD). This assay was carried out one week after the
conjugate preparation.

conjugateFL — controlFL

RF (%) =
(%) controlFL

x 100% 1
2.4.2. Fluorescence correlation spectroscopy

The conjugation was also evaluated by fluorescence correlation
spectroscopy, following a previous reported procedure [23]. Briefly, the
analysis was performed in a confocal microscope (LSM 780 - Carl Zeiss)
using a 40x water immersion objective (NA = 1.0). At least 20 curves
were acquired under excitation by a green laser (A = 514 nm) to obtain
the diffusion time (tp) and hydrodynamic diameter (d) for bare QDs and
the QDs-EcTI conjugate. The conjugation was evaluated by comparing
7p and d of both nanosystems.
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2.5. Protease inhibitory activity

To analyze the EcTI inhibitory activity after conjugation, a protease
inhibition assay was performed with trypsin, according to the protocol
described by Pontual et al. [24]. For this, bovine trypsin (5 pL; 0.1
mg-mL l) in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0 (Tris buffer) was incubated with 30
L of bare QDs, EcTI alone, or the QDs-EcTI conjugate for 15 min at
37 °C. The samples were added to a 96-well microplate. Then, 5 pL of
BApNA at 8 mM, dissolved in DMSO (10%), and Tris buffer, were added
to the wells and the microplate was incubated for 30 min at 37 °C. The
volume of each well was adjusted to 200 pL with Tris buffer, and the
substrate hydrolysis was followed by measurement of absorbance (405
nm) using a microplate spectrophotometer (MQX200 pQUANT —
BioTeck).

The trypsin activity in the absence of the tested samples was
considered 100% substrate hydrolysis and the blanks were carried out
by submitting the samples to the same reaction steps in the absence of
trypsin or BApNA. Blanks were also prepared using only BApNA sub-
strate in the absence of trypsin and samples. A unit of trypsin activity
was defined as the amount of enzyme that hydrolyses 1 pmol of BApNA
per minute. Each milli-unit of trypsin activity inhibited by the presence
of the EcTI corresponded to one unit of trypsin inhibitory activity. The
trypsin inhibitory activity of the EcTI was calculated as the ratio of the
trypsin inhibitory activity to the amount of EcTI (mg) in the samples.
The samples were analyzed in triplicate and values were expressed as
mean + SD.

2.6. Cell culture

Hela cells were obtained from the American Type Culture Collection
and MDA-MB-231 cells were acquired from Rio de Janeiro Cell Bank.
HeLa and MDA-MB231 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle's
medium and RPMI1640 medium, respectively. Both media were sup-
plemented with 10% of FBS, 100 mg~mL"1 streptomycin, and 100 uni-
ts-mL~! penicillin.

For flow cytometry analyses, cells were cultivated in a humidified
atmosphere with 5% CO, at 37 “C. When 90% of confluence was
reached, cells were detached from flasks with trypsin-EDTA 0.25%,
seeded in a 24-well plate (2 x 10° cells/well, Nest Biotechnology), and
then incubated for 24 h at 37 “C in a humidified atmosphere with 5%
COy. For fluorescence confocal microscopy, cells were seeded (5 x 10
cells/well), on glass bottom plates (Greiner Bio-One) and submitted to
the same procedures.

2.7. Cell labeling by the QDs-EcTI conjugate

Before incubation with cells, to avoid non-specific interactions, free
carboxyl groups of QDs were blocked by adding 50 pL of Tris base (at
0.1 M) to the QDs-EcTI conjugate sample (1 mL), under slow stirring for
2 h at room temperature.

For the cell labeling, the wells were washed with PBS and the
following experimental conditions were assayed: (i) control cells and (ii)
cells incubated with the QDs-EcTI conjugate (1:1 v/v nanoprobe:PBS)
for flow cytometry and (1:2 v/v nanoprobe:PBS) for confocal micro-
scopy, during 30 min at 37 “C in 5% CO».

For flow cytometry analyses, the cells of each well were detached
using 50 pL of trypsin-EDTA 0.25% and 50 pL of PBS for 5 min. Then,
200 pL of the respective medium of each cell line was added, the samples
were transferred to microtubes, and centrifuged at 770 xg for 60 s
(MiniSpin — Eppendorf). The medium was then replaced by 100 pL of
PBS. Cells were analyzed in a flow cytometer (BD Accuri™ C6) by
acquiring 10,000 events for each sample at 488 nm excitation using the
BP filter 675/25 nm (FL4). Controls (cells without incubation with the
conjugate) were set to 1%. Samples were evaluated in quintuplicate for
each cell line and the results were expressed as mean + SD. The Mann-
Whitney test was applied to analyze results from flow cytometry; groups
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Fig. 2. Absorption (A) and emission (B) spectra of bare QDs (solid line) and the QDs-EcTI conjugate (dashed line), Acx. = 488 nm, and a.u. = arbitrary units. The bare
QD suspension was adjusted with a volume of ultrapure water until reaching the concentration of nanocrystals in the conjugate. The inset illustrates the fluorescence
under UV illumination (365 nm) of QDs (left) and the QDs-EcTT conjugate (right).

were considered statistically different for p < 0.05.

For microscopy analyses, after incubation the plates were washed
with PBS and then 200 pL of PBS was added to each well and analyzed
under a multispectral fluorescence confocal microscope (FV 1000,
Olympus), using an excitation at 473 nm and a 60x objective (NA =
1.35). Samples were analyzed in duplicate for each cell line.

3. Results and discussion
3.1. Optical characterizations of QDs and QDs-EcTI conjugate

Quantum dots presented a first absorption maximum at 598 nm
(solid line, Fig. 2A). From this, the QD diameter was estimated as (3.6 +
0.4) nm using the equation proposed by Dagtepe et al. [19]. In addition,
the QD suspension presented a concentration of 2.6 pM, calculated using
the Beer-Lambert equation and the molar extinction coefficient pro-
posed by Yu et al. [18]. The nanocrystal suspension, as shown in Fig. 2B,
presented a maximum emission peak at 633 nm (solid line) and a full
width at half maximum of ca. 55 nm.

The QDs-EcTI conjugate (dashed line, Fig. 2A), presented a similar
absorption profile to the QDs alone. The QDs-EcTI conjugate presented a
first emission maximum (dashed line, Fig. 2B) at 634 nm and full width
at half maximum of ca. 57.6 nm. The fluorescence profile was similar to
the QDs alone, however, a decrease in the emission intensity was
observed, which can be explained by changes in the QD surface caused
by their interaction with the protease inhibitor. This has also been
observed in other studies related to the conjugation of CdTe QDs with
other biomolecules, such as folic acid and the galactose-binding lectin,
BmoLL [25,26]. Despite the decrease in the fluorescence intensity, the
QDs-EcTI conjugate continued with a bright emission as shown in the
inset of Fig. 2B.

3.2. Conjugation evaluation

The fluorescence microplate assay has been used to evaluate the
conjugation process between QDs and diverse biomolecules [22,27,28].
It is based on fluorescence detection from the QDs conjugated to bio-
molecules, which have an affinity to polystyrene microplates. The
higher the signal in wells with the conjugate (compared to bare QDs and
biomolecules alone), the more effective the conjugation since more
nanosystems adhered to the microplate through the biomolecules.
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Fig. 3. Representative normalized fluorescence correlation spectroscopy curves
of QDs (solid line) and the QDs-EcTI conjugate (dashed line). The inset shows
the mean hydrodynamic diameters (d) + standard deviation (SD).

While the wells contained the QDs alone showed an average signal of
(436 + 115) a.u. and EcTI alone (427 + 77) a.u., those containing the
QDs-EcTI conjugate presented a value of (17068 =+ 2327) a.u. Then, the
RF for QDs-EcTI was (3815 + 534)%. According to Carvalho and col-
leagues, conjugation can be considered effective when the RF is >>100%
[21]. Thus, our results indicated a successful conjugation of QDs with
EcTI, suggesting that the nanotool can be applied in studies after one
week of preparation. The RF value obtained was of the same order as the
study from Ribeiro et al. (3900%), in which CdTe QDs were conjugated
to anti-IgG antibodies and applied to detect anti-Zika IgG antibodies
[29].

The fluorescence correlation spectroscopy analysis demonstrated
differences in size and diffusion time between bare QDs and the conju-
gate. This technique has already been used to evaluate the effectiveness
of conjugation between QDs with other biomolecules such as anti-A
antibody, Ulex europaeus agglutinin I [22], and folic acid [25].

The data obtained through the fluorescence correlation spectroscopy
analysis (Fig. 3) displayed d = (3.4 + 0.3) nm for bare QDs, similar to
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Table 1
Summary of results obtained using fluorescence microplate assay (FMA), fluo-
reseence correlation spectroscopy (FCS), and protease inhibitory activity (PIA).

Characterization FMA FCS PIA (%)
Systems (au) p (ps) d (nm)

EcTI 127 =77 - - 95 +3
QDs 436 = 115 136 £ 14 34+03 443
QDs-EcTI conjugates 17068 + 2327 529 + 47 1341 111 £3

that obtained through the absorption spectra [ca. (3.6 + 0.4 nm)]. The
1 of the QDs alone was (136 + 14) ps. In contrast, the QDs-EcTI con-
jugate showed higher values of d and tp, (13 + 1) nm and (529 + 47) ps,
respectively. The increase of the d and tp for the conjugate when
compared with the values for bare QDs suggests that an effective
conjugation was achieved, corroborating the fluorescence microplate
assay. Changes in d of the same order of magnitude were observed for
conjugates of CdTe QDs with anti-A and anti-B antibodies, which were
applied to study ABO blood antigens in erythrocytes [22].

3.3. Protease inhibitory activity

Biological properties of proteins may be altered in the process of
conjugation with QDs. Thus, to evaluate the maintenance of the protease
inhibitory activity of EcTI after interaction with QDs, the EcTI trypsin
inhibitory activity was investigated. This experiment was only per-
formed after the other assays confirmed the conjugation. This inhibitor
belongs to the Kunitz family that presents inhibition against several
serine proteases, including bovine trypsin [30].

The EcTI alone showed a trypsin inhibitory activity against bovine
trypsin of (95 + 3)%, while the result for the QDs-EcTI conjugate was
(111 £ 3)%. Even if any non-conjugated EcTI molecules remained, those
conjugated with QDs did not lead to a decrease in the inhibitory protease
activity, indicating that the EcTI remained functional after interaction
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with nanocrystals. Bare QDs showed negligible activity of only (4 +
3)%. As expected, the bare QDs were unable to promote any trypsin
inhibition. Thus, the trypsin inhibitory capacity of EcTI was seen to be
preserved after interaction with QDs. Our results corroborate with the
study by Batista and colleagues [10], who demonstrated that EcTI can
inhibit trypsin activity in different concentrations.

Table 1 summarizes the results obtained after analyzing the systems
(QDs, QDs-EcTI conjugate, and EcTI) by the fluorescence microplate
assay, fluorescence correlation spectroscopy, and the protease inhibitory
activity assay.

3.4. Cell labeling by the QDs-EcTI conjugate

After confirming the effectiveness of the conjugation, studies were
carried out to assess the conjugate interaction with tumor cell lines.
Flow cytometry results indicated that the nanoprobe was able to interact
with both cell lines, but a difference in the percentage of labeled cells
between the cell lines used was also observed. After incubation with the
QDs-EcTI conjugate, the HeLa cells showed a labeling of (91 + 1)%,
while for the MDA-MB-231 cells it was (60 = 3)% (p = 0.008), as shown
in the representative histograms in Fig. 4.

Moreover, from the fluorescence micrographs of Fig. 4, both cell
lines depictured labeling in the plasma membrane, which was more
expressive for the HeLa cells, corroborating with the results observed in
the flow cytometry analyses. A similar labeling profile was obtained by
Hu et al., who used a conjugate based on carbon dots and a recombinant
protease inhibitor named “suppressor of tumorigenicity 14" to label
MCF-7 cells (a human breast cancer cell line). Those researchers also
observed a labeling in the cell surface, indicating that the protease
recognized by the inhibitor was pericellular [31].

Additionally, the visual analysis of the conjugate indicated colloidal
stability. Moreover, according to the optical characterizations, it pre-
sented a bright fluorescence (Fig. 2B). The QDs-EcTI nanoprobe was also
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Fig. 4. Representative flow cytometry histograms and fluorescence overlapped with bright field images of HeLa (A1 and A2) and MDA-MB-231 (B1 and B2) cell lines,
acquired by confocal microscopy after 30 min of incubation at 37 °C and 5% CO, with the QDs-EcTI conjugate. Scale bar: 30 pm.
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able to interact with both cell lines for at least three months after
preparation, which was confirmed by the flow cytometry analyses pre-
senting similar labeling percentages to those shown in Fig. 4.

Proteases can be linked to the plasma membrane in two different
ways: through a carboxy-terminal transmembrane domain (type I) or by
an amino-terminal proximal signal anchor that functions as a trans-
membrane domain (type II). Type II proteases, as matriptase, are the
most studied, especially in the cancer field [32]. Due to its remarkable
expression in various tumors of epithelial origin, matriptase has received
significant attention in the field of cancer biology [33]. Santin and
colleagues found that HeLa cells had increased expression of matriptase
while a lower level was observed in normal cervical cells [34]. More-
over, Oberst and colleagues observed that the expression of matriptase
varied among different cell lines of triple-negative breast carcinoma,
with lower levels being reported for MDA-MB-157, MDA-MB-436, MDA-
MB-435, MDA-MB-231, BT-549, Hs578t, while for SKBR3, MDA-MB-
468, MDA-MB-453 lines a higher expression was observed [35]. These
studies indicate that HeLa cells express more matriptase in their cell
membrane than the MDA-MB-231 cells.

The cellular labeling pattern after incubation with the conjugate
indicated that the EcTI interaction was different between the cell lines
studied. Thus, this result suggests that HeLa cells may have a higher
expression of membrane-anchored serine proteases, for which EcTI has
an affinity, in comparison with MDA-MB-231 cells.

4. Conclusion

EcTI was efficiently conjugated to carboxyl-coated QDs by covalent
coupling, and the EcTI trypsin inhibition capacity was maintained even
after the conjugation process. The QDs-EcTI conjugate interacted with
HeLa and MDA-MB-231 cell lines through the plasma membrane. HeLa
cells presented a higher labeling percentage than MDA-MB-231 cells,
which may relate to a different expression of membrane serine proteases
between both cell lines studied for which EcTI has affinity. Therefore,
the QDs-EcTI conjugate can be an interesting and versatile nanotool for
understanding the biological role of this inhibitor. Further, it can serve
for the study of serine protease profiles in biological systems, especially
in cancer cells, since the interaction of the nanoprobe with its respective
target serine proteases can be visualized and evaluated by optical
techniques.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

e Os PQs de CdTe foram sintetizados em meio aquoso apresentando

estabilidade coloidal e alta fluorescéncia na regiao espectral do vermelho;

e Os PQs foram conjugados com sucesso ao EcTI por ligacdo covalente e

0 mesmo permaneceu com intensa fluorescéncia e estabilidade coloidal;

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

preservou sua atividade apos a conjugacao com os PQs;

e Foi observado através da microscopia confocal que PQs-EcTI interagiu
com as células HeLa e MDA-MB-231 através da membrana plasmatica;

e A citometria de fluxo demonstrou que uma maior proporcdo de células

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

e Essa diferenca na proporcao de células marcadas pelo PQs-EcTI pode
ser explicada pela diferente expresséo das serino proteases pelo qual o
EcTI tem afinidade nas diferentes linhagens tumorais;

e Portanto, a nanossonda proposta pode ser uma promissora ferramenta
para a visualizacao e estudo das serino proteases especificas do EcTl em

células tumorais através de técnicas de fluorescéncia.
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