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RESUMO 

O estudo dos processos que ocorrem nas células é vital para o entendimento de fenômenos 
biológicos em organismos inteiros. Tais informações requerem muitas vezes o uso de ferramentas 
que preservem tanto a morfologia quanto a viabilidade celular. Esse é o caso de técnicas baseadas 
em fluorescência, capazes de estudar um evento de forma específica e com elevada sensibilidade. 
Sua análise é baseada no uso das sondas fluorescentes, geralmente pequenas moléculas 
orgânicas. Entretanto, praticamente todas as sondas convencionais apresentam limitações. O 
desenvolvimento de nanocristais fluorescentes de semicondutores, mais conhecidos como 
Quantum Dots (QDs) surge como uma possibilidade de superar os problemas associados aos 
corantes convencionais. Por serem sondas relativamente novas em Biologia, algumas questões 
sobre eles ainda precisam ser abordadas. No presente trabalho, nós mostramos que QDs 
(CdTe/CdS-AMP sintetizados em água) são capazes de se ligar não especificamente à superfície de 
células sanguíneas periféricas mononucleares ou em estruturas intracelulares após 
permeabilização de membrana. Esses estudos foram feitos por combinação de técnicas ópticas e 
mostraram que QDs são potenciais ferramentas para estudo de células sanguíneas por citometria 
de fluxo. Através de medidas realizadas com pinças ópticas verificamos que a incubação com QDs 
diminui o potencial zeta, indicando que os mesmos podem causar alterações nesses sistemas 
biológicos. Além disso, desenvolvemos uma metodologia eficiente de encapsulação de QDs em 
lipossomas de diferentes composições por ciclos de congelamento e descongelamento e a 
utilizamos para entregar QDs ao interior de células vivas. Foi possível visualizar a fluorescência das 
nanopartículas dentro das vesículas para os sistemas QDs-lipossomas estudados. Ademais, o 
encapsulamento em lipossomas com propriedades fusogênicas (utilizando uma combinação de 
lipídeos catiônicos e lipídeos fluorescentes) permitiu a entrada das nanopartículas em células-
tronco humanas. Pela análise das células por microscopia confocal, foi possível notar que a 
fluorescência dos QDs co-localizava com a fluorescência das membranas lipossomais. Esses 
resultados são inovadores; tanto porque podem ser extendidos para a encapsulação de outros 
tipos de nanopartícula em lipossomas de diferentes composições por um método ainda não 
descrito, como pela possibilidade de entregar essas nanopartículas diretamente no interior de 
células vivas. 

Palavras-chaves: Sondas fluorescentes, Quantum Dots, Lipossomas, Interação não específica, 
Direcionamento intracelular. 

 



 

ABSTRACT 

The study of biological process which takes place in cells is crucial for understanding biological 
phenomenon in whole organisms. Such investigation commonly requires tools which preserve 
both morphology and cellular viability. This is the case of fluorescence-based techniques that are 
suitable for the study of such events specifically and sensitively. Fluorescence analysis is based on 
the use of fluorescent probes, usually small organic molecules. Nevertheless, almost all 
conventional probes present limitations. The development of semiconductor fluorescent 
nanocrystals, also known as Quantum Dots (QDs), emerged as an alternative to overcome 
problems associated to conventional dyes. As QDs are relatively novel probes in biology, many 
issues related to their use still need to be addressed. In the present work, we show that QDs 
(CdTe/CdS-AMP) are able to interact non-specifically with the surface of intact live peripheral 
blood mononuclear cells or with intracellular structures after membrane permeabilization. Such 
studies were conducted by the combination of optical techniques and showed that QDs are 
potential tools to study blood cells by flow cytometry. By using optical tweezers, we verified that 
QDs incubation reduces the zeta potential, an indication of possible cellular alterations caused by 
nanoparticles. Moreover, we developed an efficient method to encapsulate QDs in liposomes of 
different compositions using freeze-and-thaw cycles to deliver QDs into living cells. We visualized 
nanoparticle’ fluorescence inside vesicles of QDs-liposomes systems studied. Furthermore, the 
encapsulation in liposomes with fusogenic properties (using a combination of cationic and 
fluorescent lipids) allowed nanoparticle to be delivered to human stem-cells. Cells analysis show 
that QDs fluorescence co-localized with liposomal membrane fluorescence. These results are 
innovative because they can be extended for the encapsulation of other nanoparticles in 
liposomes of different compositions by a method not yet described, as well as by the possibility of 
delivering these particles readily to the interior of live cells. 

Key-words: Fluorescent probes, Quantum Dots, Liposomes, Non specific interactions, Intracellular 
delivery 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A extração de informações biológicas requer o uso de ferramentas e técnicas capazes 

de medir e/ou manipular o sistema biológico em estudo. A medição pode ser feita após 

análises do conteúdo celular, enquanto a manipulação pode ser feita por alterações 

realizadas no sistema. Essas avaliações podem ser aplicadas em sistemas biológicos vivos, 

desde células a organismos inteiros, e em geral requerem o uso de técnicas sensíveis. 

Dentre estas, destacam-se as técnicas baseadas em fluorescência, especialmente a 

microscopia, que possibilita não apenas a visualização (com alta sensibilidade e 

especifidade) de um alvo biológico, mas também identifica sua localização precisamente.  

As técnicas baseadas em fluorescência, na grande maioria das vezes requerem o uso 

de marcadores (normalmente corantes orgânicos fluorescentes), capazes de ligar a 

estruturas biológicas de forma específica e de revelar sua dinâmica. De fato, um grande 

diferencial de técnicas baseadas em fluorescência é a possibilidade de realizar estudos 

dinâmicos no momento em que o evento ocorre, sem a necessidade de paralisá-lo (por 

fixação, por exemplo). Entretanto, a escolha do marcador nem sempre é simples, e pode 

requerer características algumas vezes não disponíveis. 

As propriedades espectroscópicas dos corantes (estreito espectro de absorção, largo 

espectro de emissão e principalmente elevada taxa de fotodegradação) apesar de 

permitirem o estudo de vários fenômenos de interesse biológico, tais como a identificação 

química de estruturas ou moléculas biológicas, podem também limitar muitas aplicações. 

Esse é o principal motivo pela busca constante por novas sondas fluorescentes, tais como as 

proteínas fluorescentes. Ainda assim, essas moléculas também apresentam desvantagens, 

que incluem exaustivas reações químicas para sua produção e manipulação genética do 

sistema biológico a ser estudado (NIENHAUS, 2008). 

Há pouco mais de dez anos, o desenvolvimento de uma nova sonda fluorescente 

surgiu como alternativa aos corantes tradicionais (CHAN & NIE, 1998; BRUCHEZ et. al., 

1998). Ao contrário das sondas moleculares, esses novos marcadores são partículas da 

ordem de 1 a 10 nm e apresentam propriedades ópticas únicas que podem superar algumas 

das desvantagens apresentadas pelos marcadores tradicionais (BRUCHEZ et. al., 1998). Essas 
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partículas de tamanho nanométrico são chamadas de Quantum Dots (QDs) ou pontos 

quânticos, e podem ser utilizadas em análises prolongadas de múltiplos alvos biológicos 

simultaneamente, pois não sofrem fotodegradação (MEDINTZ et. al., 2005).  

No entanto, algumas questões desafiadoras das aplicações biológicas dos QDs 

começaram a surgir à medida que mais trabalhos eram realizados com essas novas sondas 

fluorescentes. Algumas dessas questões incluem a preparação de nanopartículas de boa 

qualidade óptica e com estabilidade físico-química, uma eficiente ligação a moléculas de 

reconhecimento específico, a inibição de interações inespecíficas indesejáveis com 

estruturas biológicas e o desenvolvimento de um meio de direcioná-los para o interior de 

células vivas.  

Os QDs podem, por exemplo, ser utilizados para monitorar a dinâmica de proteínas 

em células vivas, pois permitem estudar seu comportamento com sensibilidade de até uma 

única molécula (DAHAN et. al., 2003), e principalmente por longos períodos de tempo 

(DAHAN et. al., 2003; MEDINTZ et. al., 2005). Entretanto, os estudos de dinâmica de 

moléculas, principalmente em células vivas, com QDs são quase que exclusivamente 

realizados para proteínas de membrana acessíveis pelo lado externo da célula. Essa 

característica é devida à incapacidade de passagem das sondas atravessarem a bicamada 

lipídica. Poucos métodos têm sido utilizados para direcionamento intracelular (DELEHANTY 

et. al., 2009) e poucos relatam, de fato, o estudo de tráfego de moléculas intracelulares 

(COURTY et. al., 2006). 

Uma forma de entregar materiais para o interior das células é através do uso de 

lipossomas, vesículas compostas de uma ou mais bicamadas de fosfolipídeos, capazes de 

encapsular materiais hidrofílicos em seu interior e hidrofóbicos em sua bicamada lipídica 

(JESORKA & ORWAR, 2008). Uma característica singular dos lipossomas, que permite sua 

ampla utilização para entrega celular, é sua similaridade com as membranas biológicas. Há 

na literatura alguns trabalhos recentes relatando o uso de lipossomas associados aos QDs. 

Enquanto alguns desses trabalhos descrevem a simples encapsulação (KIM, 2006), outros 

relatam o direcionamento a uma linhagem celular específica (YANG, 2009) e até mesmo 

aplicações in vivo (CHU, 2010). Entretanto, até onde sabemos, não há trabalhos que relatem 

a liberação de QDs totalmente livres para o interior das células utilizando lipossomas. Além 
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do mais, pouco se sabe sobre o efeito da encapsulação lipossomal nas propriedades ópticas 

das nanopartículas e os tipos de interação com as células.  

De forma geral, o trabalho descrito aqui aborda dois aspectos importantes do uso 

biológico dos QDs: a interação inespecífica de QDs sintetizados diretamente em água com 

células e o desenvolvimento de uma metodologia de entrega intracelular de QDs em células 

vivas utilizando lipossomas. Na primeira parte desta dissertação, é apresentada uma Revisão 

Bibliográfica, que descreve a síntese, as propriedades ópticas, a interação não específica e o 

direcionamento intracelular de QDs. Após a Revisão Bibliográfica, apresentamos um artigo 

publicado no Proceedings of SPIE - Colloidal Quantum Dots for Biomedical Applications V e 

em seguida um artigo submetido para publicação para a revista Micron. Esses artigos se 

referem a trabalhos sobre o estudo da interação não específica de QDs de CdTe/CdS-AMP 

(Telureto de Cádmio passivados com Sulfeto de Cádmio e estabilizados com ácido 

mercapto-propiônico) fluorescentes na região do verde (555 nm) com células sangüíneas 

mononucleares humanas. Enquanto o primeiro enfatiza a aplicação de QDs como potenciais 

ferramentas para estudos de células sangüíneas através de citometria de fluxo, o segundo 

estuda as interações inespecíficas entre esses QDs e células mononucleares e seus efeitos 

por medidas do potencial zeta das células. O estudo de interações inespecíficas é 

importante para se aprimorar trabalhos que utilizam QDs conjugados com biomoléculas 

para marcações específicas, pois após a conjugação podem restar QDs não funcionalizados 

capazes de alterar a especificidade e as conclusões do trabalho em destaque. O terceiro 

artigo, que está em preparação e será submetido para a revista Physical Chemistry B, aborda 

a encapsulação de QDs em lipossomas de diferentes composições químicas e sua entrega 

intracelular em células-tronco derivadas de cordão umbilical por lipossomas com 

propriedades fusogênicas. 

 



 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO II
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Fluorescência em Biologia 

 Ainda hoje, alguns tipos de processos biológicos, até mesmo os que acontecem nas 

células mais simples, são pouco entendidos. O estudo de processos biológicos, desde células 

até organismos inteiros é, por exemplo, fundamental para o entendimento de algumas 

doenças (tais como as neoplasias) e para a descoberta de novas formas de tratamento. 

Muitas são as abordagens utilizadas para a investigação dos fenômenos biológicos em nível 

mlecular. Dentre as principais, estão as técnicas baseadas em fluorescência, principalmente 

a microscopia. Mas por que estudar fenômenos biológicos por fluorescência? A natureza 

ondulatória e corpuscular da luz permite extrair informações morfológicas, estruturais e até 

mesmo biomecânicas remotamente e não destrutivamente de estruturas inerentes aos 

sistemas biológicos. As vantagens de técnicas baseadas em fluorescência são: a alta 

intensidade, permitindo monitoramento de processos em tempo real, e a especificidade 

(bio)química que advém da afinidade existente entre marcadores fluorescentes e as 

macromoléculas no objeto de estudo. 

 Algumas moléculas naturais, presentes em células e tecidos, são naturalmente 

fluorescentes. Essas moléculas são chamadas de fluoróforos intrínsecos. Esse é o caso de co-

fatores enzimáticos, como o NADPH, vitaminas como a riboflavina e proteínas ricas em 

aminoácidos aromáticos (CORRIDEN et. al., 2007). Entretanto, a detecção dessas (e outras) 

moléculas auto-fluorescentes em células é dificultada devido às suas propriedades 

espectroscópicas (baixo rendimento quântico e largo espectro de emissão que geralmente 

vai do azul ao vermelho) e/ou sua localização celular, inespecificamente distribuída por toda 

a amostra. Além disso, a maioria das moléculas de interesse biológico não são naturalmente 

fluorescentes. Por essa razão, marcadores fluorescentes externos (exógenos) com afinidade 

a alvos biológicos são comumente usados. 

 Os marcadores fluorescentes exógenos são geralmente pequenas moléculas 

orgânicas (os chamados corantes). No entanto, também podem ser utilizadas proteínas 

fluorescentes (NIENHAUS, 2008) e materiais derivados de arsênio (ADAMS & TSIEN, 2008). 

Esses marcadores são usados por conferirem afinidade a um alvo biológico. Essa interação 

do marcador a um alvo específico pode ser mediada por afinidade intrínseca (como 
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interações hidrofóbicas entre corantes e membranas, por exemplo) ou por estarem 

conjugados a moléculas de reconhecimento específico, como anticorpos que vão interagir 

com antígenos do sistema biológico. Por essa razão, técnicas baseadas em fluorescência 

podem ser além, de sensíveis, bastante específicas. 

 Além de detectarem um alvo biológico específico com elevada sensibilidade, essas 

são técnicas geralmente simples, envolvendo muitas vezes somente a adição do corante à 

amostra e a detecção por equipamentos, onde a análise pode ser traduzida em imagem 

(como na microscopia) ou apenas em um sinal (como na citometria ou em 

fluoroimunoensaios). São também consideradas técnicas seguras, principalmente quando 

comparadas a análises que usam materiais radioativos para ligação a um alvo e posterior 

detecção. Em conjunto, essas características permitem estudar vários tipos de eventos 

biológicos. Além do mais, não requerem que a amostra biológica seja fixada. Como 

resultado, é possível investigar e visualizar vários tipos de fenômenos biológicos 

dinamicamente (em tempo real) em sistemas biológicos vivos, o que é certamente a 

principal vantagem da fluorescência comparativamente a outras técnicas. 

2.2 Marcadores Fluorescentes 

 Os marcadores que são utilizados na investigação de processos biológicos através de 

técnicas baseadas em fluorescência devem apresentar pelo menos duas características 

básicas: habilidade de ligar às estruturas de interesse e a capacidade de detectá-las. A 

primeira está relacionada a modificações químicas realizadas nas moléculas desses 

marcadores para torná-los direcionáveis, e a segunda é que esses marcadores devem emitir 

fluorescência.  

A fluorescência é um tipo específico de um fenômeno chamado luminescência. Esse 

fenômeno acontece da seguinte maneira: (1) elétrons de um material absorvem energia e 

são promovidos para estados excitados mais energéticos (a esse processo chamamos 

absorção) e (2) os elétrons são promovidos de estados excitados mais energéticos para o 

estado fundamental. Nessa etapa, o excesso de energia dos elétrons é liberado em forma de 

luz (radiação eletromagnética) chamada luminescência – Figura 1. Chamamos de 

fotoluminescência quando a promoção dos elétrons para o estado excitado é feita por 

absorção de energia luminosa (luz).  
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Figura 1. Representação simplificada de Luminescência. Um elétron no estado fundamental (S0) é excitado por 
luz (em roxo) para um nível de energia S1. As linhas dentro de cada nível representam níveis vibracionais. A 
volta do elétron ao estado fundamental resulta na emissão de um fóton (em verde). 
 

A luminescência está normalmente dividida em duas categorias, fluorescência e 

fosforescência. Na fluorescência, o material só emite luz se for continuamente excitado (ou 

seja, se os elétrons forem continuamente levados para estados mais energéticos) – se 

pararmos de excitar o material, não haverá mais fluorescência. Já na fosforescência, a 

emissão de luz persiste por um certo tempo (que pode variar de microsegundos a segundos) 

mesmo quando se interrompe o processo de excitação (LAKOVICZ, 2006). A fluorescência 

também só ocorre por transições entre estados singletos da molécula. 

As energias (em forma de luz) capazes de promover elétrons de um dado material do 

estado fundamental para um excitado é representada por um espectro de absorção (gráfico 

que relaciona a intensidade de energia que deve ser absorvida para que ocorra essa 

transição em função do comprimento de onda). Já a fluorescência é representada por um 

espectro de emissão, ou seja, um gráfico que relaciona a intensidade da luz emitida (quando 

os elétrons retornam ao estado fundamental) em função do comprimento de onda 

(LAKOVICZ, 2006). Um espectro de absorção e de emissão típicos para corantes são 

mostrados na Figura 2 . 

 
Figura 2. Espectros de absorção e emissão de corantes orgânicos. Em A, absorção normalizada de diferentes 
corantes Alexa Flúor (418, 514, 532, 555, 546, 568, 594, 610, respectivamente). Em B, emissão normalizada de 
Alexa Flúor 488 (1), Ficoeritrina R (2), Alexa Flúor 610 (3), Alexa Flúor 647 (4) e Alexa Flúor 680 (5) 
(InvitrogenCorp). 
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Em uma molécula, cada nível eletrônico de energia é composto por vários níveis de 

energia vibracional, Figura 1. Assim, quando uma molécula absorve luz, o elétron é 

geralmente promovido para um nível eletrônico e vibracional mais excitado (pois há uma 

mudança de conformação dessa molécula). Depois decai para um nível vibracional menos 

excitado sem emitir luz (a molécula volta à sua conformação original) e daí finalmente os 

elétrons vão para o nível eletrônico fundamental, emitindo então a fluorescência Vale 

lembrar que só há emissão de luz quando as transições são entre níveis eletrônicos.  

 Analisando a Figura 1, é possível notar que o espectro de emissão tem comprimentos 

de onda tipicamente maiores que o do espectro de absorção. Isso ocorre, pois a energia é 

inversamente proporcional ao comprimento de onda e pelo fato da molécula precisar 

absorver uma energia maior para atingir estados eletrônicos e vibracionais mais excitados e 

aí retornar ao seu estado fundamental. Isso explica porque se excita no azul os fluoróforos 

que emitem no verde e no verde os fluoróforos que emitem no vermelho.  Como mostra a 

Figura 2, existe um deslocamento entre os máximos do espectro de absorção e emissão, 

chamado de deslocamento Stokes (Stokes shift). 

 Outras características que as sondas convencionais devem apresentar é uma elevada 

emissão e alta fotoestabilidade. A primeira está relacionada ao rendimento quântico do 

corante, que é a razão de fótons de luz emitidos pela quantidade de fótons absorvidos 

(LAKOWICZ, 2006). Esse é o parâmetro que define o quão fluorescente é a molécula. O 

segundo relaciona-se ao tempo em que a emissão persiste enquanto a molécula é excitada, 

ou seja, à fotodegradação da fluorescência. Portanto, esses parâmetros definem a 

sensibilidade e o tempo de detecção, respectivamente, fundamentais em estudos biológicos 

baseados em fluorescência. 

 Além dos aspectos físicos, questões relacionadas à interação dos marcadores 

fluorescentes com as amostras são fundamentais no uso dessas moléculas. Elas devem 

interferir minimamente com o fenômeno estudado. Esse é o caso das proteínas 

fluorescentes, que apesar de serem relativamente grandes e estarem acopladas às 

proteínas de interesse, não interferem na função original dessa molécula-alvo (NIENHAUS, 

2008). Outra questão é a liberação de produtos derivados da decomposição do corante 

quando esses são excitados. Quando os corantes fotodegradam, podem produzir oxigênio 

singleto e outros radicais livres, tóxicos para o sistema biológico (SALICE et al., 2010). Como 
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consequência, a possibilidade de dano associado ao uso dessas moléculas deve ser levada 

em consideração na escolha do marcador e/ou sistema biológico utilizado. 

 
2.3 Quantum Dots em Biologia 

 Existem disponíveis comercialmente vários tipos de corantes fluorescentes para os 

mais diferentes propósitos. Entretanto, raramente algum apresenta todas as características 

físicas e químicas desejáveis, simultaneamente. Como resultado, há uma clara necessidade 

do desenvolvimento de uma nova classe de sondas fluorescentes cujas propriedades 

superem os aspectos negativos do uso dos corantes covencionais. Esse parece ser o caso 

dos Quantum Dots (QDs), nanocristais fluorescentes de materiais semicondutores com 

tamanhos da ordem de 1 a 10 nm. 

 QDs são geralmente formados de materiais binários (dois elementos) de átomos dos 

grupos IIB e VIA da tabela periódica, podendo também ser compostos de mais de dois 

elementos e de átomos de outras famílias químicas. Suas vantagens em biologia advêm das 

características que materiais semicondutores apresentam quando seu tamanho é reduzido à 

ordem de nanômetros, e então suas propriedades espectroscópicas superam aquelas 

apresentadas pelos corantes convencionais. A principal diferença para as sondas 

tradicionais é que, no caso dos QDs, as propriedades não são determinadas apenas pela 

composição química, mas também pelo tamanho das nanopartículas (MEDINTZ, 2005 et al.; 

MICHALET et al., 2005), como mostra a Figura 3. 

 
Figura 3. Dependência da emissão dos QDs com o tamanho. Em A, acima: microscopias eletrônicas de 
transmissão dos QDs mostrados na figura de baixo. A cor de emissão é característica do tamanho dos QDs, 
nesse caso de CdSe. Em B, comprimento de onda de emissão em função do tamanho para diferentes QDs. No 
detalhe, espectros de emissão de diferentes QDs - Figura 3A: http://freshscience.org.au/wp-
content/uploads/QDs-Microscopy-smaller.jpg. Em 3B, adaptado de MICHALET et. al., 2005. 

http://freshscience.org.au/wp-content/uploads/QDs-Microscopy-smaller.jpg
http://freshscience.org.au/wp-content/uploads/QDs-Microscopy-smaller.jpg
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 Entre as características que os tornam interessantes como sondas fluorescentes 

estão (1) o largo espectro de absorção, permitindo que vários tipos de QDs sejam excitados 

simultaneamente utilizando apenas um comprimento de onda, (2) seu estreito espectro de 

emissão, facilitando a separação (distinção) do sinal de cada tipo de QD – 

comparativamente aos corantes tradicionais (Figura 4 A e B). A Figura 4 C mostra que 

nanopartículas com diferentes emissões podem ser detectadas simultaneamente na mesma 

amostra quando uma única fonte de excitação é usada. Além do mais, (3) têm alto 

rendimento quântico d fluorescência e (4) praticamente não sofrem fotodegradação (Figura 

4 D) - (MEDINTZ et al., 2005). Essas características tornam os QDs, ao menos do ponto de 

vista espectroscópico, sondas fluorescentes superiores aos corantes convencionalmente 

utilizados. 

 
 
Figura 4. Características espectroscópicas dos QDs para detecção biológica. Em A, espectros de absorção (azul) 
e emissão (verde) do corante fluoresceína. Em B, espectros de absorção (azul) e emissão (verde) de QDs de 
CdSe. No detalhe dessas figuras, uma comparação de tamanho entre ambos fluoróforos. Em C, detecção de 5 
alvos distintos em células por QDs excitados em um único comprimento de onda. Em D, comparação entre a 
fotoestabilidade de QDs (vermelhos) e o corante alexa Flúor (verde) (MEDINTZ et. al., 2005). 
 
 
2.4 Superfície dos Quantum Dots – Passivação e Funcionalização 

Em condições ideais, quando QDs são excitados (geralmente por luz), um elétron da 

banda de valência (BV) recebe energia para migrar para a banda de condução (BC) dentro da 

estrutura do cristal (Figura 5 A).  Quando esse elétron retorna ao seu estado inicial, ele 

emite um fóton cuja energia e comprimento de onda sejam proporcionais à diferença de 
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energia entre as BV e BC (SMITH et al., 2004). Essa é a chamada recombinação radiativa, no 

qual luz (fluorescência) é produzida. Essa diferença de energia entre a BV e BC varia com o 

tamanho do nanocristal. Por essa razão, é possível variar seu comprimento de onda (cor) de 

emissão variando seu tamanho (como mostrado na Figura 3). 

 
Figura 5. Transição eletrônica em QDs. A figura A mostra que os elétrons formados pela excitação podem 
decair por transições não radiativas pelos defeitos (setas coloridas) entre as bandas de condução e valência 
dos cristais. Em B, a passivação (ver texto) confina a emissão ao caroço dos QDs – MANSUR et al., 2010. 
 
 

 Por serem cristais nanométricos, uma fração significativa de seus átomos está 

localizada na superfície. Consequentemente, muitos desses átomos têm ligações químicas 

não compartilhadas, chamadas de “defeitos” do cristal (SANTOS et al., 2008). Como 

resultado, os elétrons podem decair para a BV de forma não radiativa pelos seus estados de 

superfície (Figura 5 A), diminuindo a eficiência de emissão dos QDs. Para formar as ligações 

não compartilhadas desses átomos, comumente recobre-se os cristais (core) com outro 

semicondutor de energia maior (shell) para completar as ligações não compartilhadas no 

core, etapa conhecida como passivação. Os nanocristais resultantes são então chamados de 

core/shell (Figura 5 B) e são mais fluorescentes (SANTOS et al., 2008). 

 Como estruturas inorgânicas podem se ligar a um alvo biológico para serem usados 

como sonda fluorescente em Biologia? Ao final das etapas sintéticas, os QDs apresentam 

grupamentos químicos de superfície (funcionalizante), resultantes de sua preparação. Esses 

grupos podem ser usados para ligação posterior à moléculas de direcionamento biológico, 

formando QDs conjugados (MEDINTZ, 2005; SANTOS, 2008). A ligação a biomoléculas pode 

ser mediada por carga, interações hidrofílicas/hidrofóbicas, pontes de hidrogênio, entre 

outras ligações fracas e até mesmo por ligações covalentes. O conjugado resultante deve 

aliar tanto as características espectroscópicas dos QDs quanto as biológicas do ligante 

(MEDINTZ, 2005), permitindo a detecção do alvo e aproveitando assim as vantagens desses 

nanocristais como sondas fluorescentes. A Figura 6 mostra o tamanho relativo de cada 
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componente estrutural dos QDs com diferentes moléculas funcionalizantes/estabilizantes 

(Figura 6 A) e de um conjugado QD-proteína (Figura 6 B). 

 
Figura 6. Estrutura física dos QDs. Em A, diferentes moléculas funcionalizantes, com estruturas lineares e 
tridimensionais. AMA (ácido mercaptoacético); AMP (ácido mercaptopropiônico); AMU (ácido 
mercaptoundecanóico); AMS (ácido mercaptosuccínico), DHLA (ácido dihidrolipóico), BSTPP (trifenilfosfina bis-
sulfonatada); mPEG5-SH e mPEG45-SH, PEG-metóxi de diferentes pesos moleculares e o peptídeo CALNN. Em B, 
estrutura de QDs core/shell (1 e 2, respectivamente), funcionalizados (3) e conjugados (4). Figura A, adaptado 
de SPERLING E PARAK, 2010. Figura B, MEDINTZ et. al., 2005. 
 
 

2.5 Obtenção dos Quantum Dots – Síntese 

 QDs podem ser sintetizados basicamente por duas abordagens: (1) top-down (onde 

parte-se de um material macroscópico para chegar a um material nanométrico) ou bottom-

up (onde se parte de átomos para se formar uma nanopartícula). A abordagem top-down é 

mais comum para QDs que são utilizados na telecomunicação e em dispositivos 

optoeletrônicos. Já a abordagem bottom-up, baseada em química coloidal, é utilizada para 

se produzir QDs utilizados em Ciências da Vida, pois permite o controle de parâmetros 

físico-químicos, como biocompatibilidade (SANTOS et. al., 2008). 

Dentre as várias rotas de sínteses, a mais utilizada é denominada organometálica. É 

baseada principalmente no controle do crescimento das nanopartículas via decomposição 

dos precursores (compostos orgânicos ligados a um metal) em temperaturas de 

aproximadamente 300°C, por um elevado período de tempo. As sínteses usando solventes 

organometálicos têm sido amplamente exploradas, principalmente com o solvente óxido de 

trioctilfosfina (TOPO) e o estabilizante trioctilfosfina (TOP) (HINES & GUYOT-SIONNEST, 

1996). 

Os principais fatores de síntese que influenciam as características das nanopartículas 

formadas são: pH, temperatura, tempo, concentração dos precursores e ligantes utilizados. 

Por exemplo, a carga resultante da partícula pode ser controlada pelo pH do meio ou 
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modificação do estabilizante, e a cinética de crescimento pode ser aumentada com o 

aumento da temperatura (ROGACH et. al., 2007). O ligante (algumas vezes referido como 

estabilizante) é sempre utilizado para manter as partículas em suspensão, evitando-se a 

formação de precipitados, já que se tratam de nanocristais coloidais. Na maioria das 

sínteses, o ligante atua também como agente funcionalizante – grupamento químico 

utilizado para posterior conjugação a biomoléculas.  

 QDs surgiram para tentar superar os aspectos limitantes relacionados ao uso de 

corantes convencionais. No entanto, sua aplicação em larga escala estava limitada pelas 

dificuldades de se obter nanocristais hidrofílicos. De fato, antes de serem largamente 

usados como marcadores, QDs devem ter três propriedades nas condições biológicas: 

luminescência eficiente, estabilidade coloidal e baixa adsorção não específica. 

Para tornar QDs organometálicos hidrofílicos, modificações de superfície podem ser 

obtidas de várias formas (MEDINTZ et. al., 2005 e HEZINGER et. al., 2008). Dentre as 

diferentes técnicas desenvolvidas para modificações de superfície em QDs, as quatro mais 

descritas na literatura são baseadas em: troca de ligantes de superfície, formação de 

interface hidrofílica com moléculas anfifílicas, micelização/encapsulamento em lipossomas e 

silanização dos nanocristais (HEZINGER et al., 2008). A Figura 7 ilustra essas técnicas. 

 
Figura 7. Representação das quatro modificações químicas utilizadas para tornar os QDs redispersáveis em 
água. Da esquerda para a direita, técnica do trocador de ligante, interações hidrofóbicas, silanização e 
encapsulação em micelas ou lipossomas – SANTOS et al., 2008. 
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A primeira abordagem substitui completamente os ligantes de superfície 

remanescentes da síntese (por exemplo, o TOPO). A segunda abordagem cobre os ligantes 

presentes nos QDs com polímeros anfifílicos apropriados. Ambas as abordagens têm suas 

vantagens e desvantagens. Substituir o ligante hidrofóbico original por moléculas anfifílicas 

resulta numa partícula com diâmetro pequeno, um pouco maior que o core do QD. 

Entretanto, a troca do ligante de superfície freqüentemente resulta em uma baixa eficiência 

da luminescência e altera fortemente sua estabilidade físico-química e fotofísica em 

condições biológicas (MEDINTZ et. al., 2005 e HEZINGER et. al., 2008). A recobertura por 

ligantes anfifílicos produz partículas comparativamente maiores, dificultando muitas das 

aplicações como sondas biológicas. No entanto, essas partículas maiores têm uma boa 

estabilidade química e boa proteção contra agregação, além de preservar as propriedades  

fotofísicas do nanocristal. Essa cobertura também protege os QDs contra degradação em 

condições biológicas (MEDINTZ et. al., 2005; HEZINGER et. al., 2008; SANTOS et. al., 2008). 

Encapsular QDs com materiais como macromoléculas anfifílicas (tais como certos 

polímeros, em micelas ou lipossomas - terceira abordagem para dispersá-los em água) 

geralmente preserva sua emissão, mas adiciona uma camada extra de material, 

aumentando o tamanho efetivo da partícula resultante (HEZINGER et. al., 2008; SANTOS et. 

al., 2008). Para imagens in vivo, nanocristais maiores podem ter acessibilidade diminuída 

aos sistemas desejados. Por fim, outra abordagem é a silanização de partículas contendo 

moléculas de superfície como os grupamentos -NH2 (amina) e -SH (tiol). Uma camada de 

sílica é formada na superfície pela hidrólise induzida de grupos silanol (WOLCOTT et. al., 

2006). 

A síntese feita diretamente em água elimina a etapa de redispersão das 

nanopartículas, além de possibilitar que moléculas hidrofílicas atuem simultaneamente 

como estabilizantes e agentes funcionalizantes. Sínteses recentes derivadas dos trabalhos 

de Rogach produzem QDs de Telureto de Cádmio (CdTe) diretamente em água, utilizando 

como estabilizantes moléculas contendo tiol (GAPONIK et al., 2002). Essa síntese apresenta 

diferenças significativas em relação àquelas realizadas em ambientes altamente 

hidrofóbicos. É bastante simples, não necessitando ambientes especiais para sua realização. 

Os nanocristais são naturalmente hidrofílicos e muitas vezes a síntese, passivação e 

funcionalização ocorrem em uma única etapa.  
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O diferencial das rotas que produzem QDs diretamente em água reside no uso de 

ligantes, pequenas moléculas capazes de controlar seu crescimento. As moléculas ligantes 

(contendo enxofre em sua estrutura) da maioria dessas sínteses são hidrolisadas durante o 

crescimento do cristal, e uma camada de enxofre é depositada sobre o core do QD (ROGACH 

et al., 2007). Quando o core é formado por cádmio, os átomos de enxofre formam ligações 

covalentes com os de Cd2+ da superfície do cristal e a camada de passivação resultante 

nesse caso é CdS (resultado da deposição de enxofre sobre os átomos de cádmio da 

superfície do nanocristal) (GAPONIK et al., 2002; ROGACH et al., 2007). 

 
2.6 Questões Biológicas do Uso de Quantum Dots 

Apesar de QDs hidrofílicos conferirem uma abordagem bastante atrativa nas 

primeiras aplicações em sistemas biológicos, ao decorrer dos anos se percebeu a existência 

de algumas questões limitantes para seu uso, listadas resumidamente na Tabela 1. Por 

serem sondas significativamente maiores que os corantes tradicionais, há um impedimento 

em aplicações específicas, quando é requerido acesso a determinadas estruturas celulares 

ou onde o espaço é limitado. Por exemplo, Howart e colaboradores (HOWARTH et. al., 

2005) demonstraram que, ao contrário do corante Alexa, os QDs eram incapazes de se ligar 

a receptores glutamatérgicos em fendas sinápticas. Essa é a prova de que o tamanho limita 

o acesso. O mesmo deve valer para outras estruturas biológicas, como a travessia da 

barreira hematoencefálica (THORNE & NICHOLSON, 2006). 

Tabela 1. Limitações no uso de Quantum Dots em Biologia. 
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À medida mais trabalhos com QDs eram publicados, outras questões biologicamente 

importantes apareceram. Provavelmente a mais desafiadora era a satisfatória conjugação 

com moléculas de reconhecimento específico (MEDINTZ et. al, 2005 E SANTOS et. al, 2008). 

Além disso, a manutenção das propriedades ópticas, estabilidade físico-química, ligação 

inespecífica, efeitos tóxicos e direcionamento intracelular são questões críticas no uso 

biológico dos QDs. 

Ainda que nas primeiras aplicações, a simples ligação com estruturas biológicas, 

geralmente células, tenha sido explorada para marcação, essa propriedade tem se tornado 

indesejável algumas vezes, limitando a eficiência de marcação ao alvo específico (BIJU, 

2010a). Jaiswal et. al reportaram a internalização de QDs de CdSe/ZnS recobertos com ácido 

dihidrolipóico (DHLA), uma molécula hidrossolúvel e (relativamente) pequena, para 

internalização em células de mamífero e protozoário (JAISWAL et. al, 2003). Eles foram um 

dos primeiros a demonstrar que a internalização celular de QDs era mediada por 

endocitose. 

Enquanto a interação inespecífica era intensamente investigada na tentativa de 

esclarecer os mais diversos fenômenos biológicos (BIJU et al., 2010a; FARIAS et al., 2006), 

poucos estudos reportavam, inicialmente, marcações biológicas específicas. Essa 

característica deveu-se principalmente às dificuldades em conjugar os QDs a moléculas de 

reconhecimento específico, mantendo as propriedades iniciais das nanopartículas, e de 

caracterizar a conjugação. A primeira descrição de conjugação de QDs para detecção de um 

alvo biológico foi descrita por Wu et. al. (WU et al., 2003). Esses autores mostraram a 

capacidade de QDs em detectar diferentes marcadores de câncer, especialmente um dos 

receptores do crescimento epidermóide humano (Her2) em células e tecidos tumorais 

(Figura 8 A). Essa foi, provavelmente, a primeira vez que usaram QDs para a identificação de 

um alvo específico. 

 
Figura 8. Em A, QDs (vermelhos) ligam especificamente receptores Her2 em tecido mamário. Em B, QDs 
(vermelhos) ligam os receptores EGF (verde) em células tumorais. Em C, visualização de tumores in vivo. Em A, 
WU et. at., 2003. Em B, LIDKE et. al., 2004. Em C, GAO et al., 2004. 



 18 

Também com marcação direcionada, Lidke et. al. (LIDKE et al., 2004) mostraram que 

QDs ligados ao ligante do receptor de crescimento epidermal (EGRF) eram capazes de ativar 

o receptor (Figura 8 B). Nesse trabalho, foi possível visualizar pela primeira vez o tráfego 

desses receptores em células vivas. A partir de então, assim como para a síntese dessas 

nanopartículas, inúmeros trabalhos reportaram várias metodologias de conjugação de QDs 

para os mais diferentes propósitos. Biju et al. resume algumas das aplicações de QDs 

conjugados para aplicação no direcionamento específico (BIJU et al., 2010b). Só depois 

dessas modificações químicas, eles eram capazes de traçar especificamente um alvo 

biológico num sistema vivo, aproveitando todo o seu potencial como sonda biológica. 

QDs são sondas potencialmente eficientes para imagens in vivo. Em experimentos 

como esses, é possível enxergar a fluorescência dos nanocristais por longos períodos de 

tempo sem a necessidade de cirurgia para exposição do órgão-alvo ou mesmo sacrificar o 

animal. Gao et. al. (GAO et al., 2004) ligaram os QDs especificamente a receptores 

específicos em células de câncer de próstata e puderam visualizar o destino celular final in 

vivo (Figura 8 C). Desde então, outras aplicações in vivo têm sido reportadas, como a 

cinética de ligação do conjugado QD-EGF em tumores (DIAGARADJANE et al., 2008). 

 Outro ponto biologicamente interessante é que, por se tratarem de nanocristais 

sólidos e compostos de átomos de elevado número atômico (Cádmio, Selênio, Telúrio, etc.), 

os QDs são também eletrodensos. Isso significa que eles podem ser visualizados em 

microscopia eletrônica de transmissão (GIEPMANS et al., 2005). Essa característica é 

extremamente vantajosa, considerando que além de fornecerem imagens de fluorescência 

da amostra estudada, QDs permitem a visualização da localização ultraestrutural nessas 

amostras. 

2.7 Ligação inespecífica 

 Uma vez conjugados a moléculas de reconhecimento específico, os QDs deveriam se 

ligar apenas a seus alvos. Entretanto, isso nem sempre acontece. A ligação não desejada 

entre a sonda e o material é chamada de interação ou ligação não específica, geralmente 

mediada por interações hidrofóbicas e/ou eletrostáticas entre as moléculas de cobertura 

das partículas com biomoléculas em suspensão ou na superfície de ancoramento, 

geralmente as membranas biológicas (BIJU et al., 2010a). 
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A investigação da capacidade que QDs têm em se ligar não especificamente às 

estruturas biológicas é muito importante, por se tratar de uma propriedade crítica em 

análises de marcação específica e de possíveis efeitos adversos sobre os sistemas 

estudados. Interações não específicas podem ocorrer tanto com moléculas em suspensão 

(proteínas plasmáticas, por exemplo) quanto em superfícies, como no caso das membranas 

celulares. Ela é dependente de fatores como grupamentos químicos de superfície, carga da 

partícula, tipo celular, pH, meio de cultura, concentração, entre outros (BIJU et al., 2010a). A 

ligação inespecífica de fato pode ser usada para conjugar moléculas aos QDs (SHI et al., 

2009), ou investigar as diferenças entre a capacidade que células sadias e tumorais têm em 

capturá-los (FARIAS et al., 2006), mas geralmente está associada a um desempenho muitas 

vezes desvantajoso como sonda fluorescente. 

Nabiev et al. (NABIEV et al., 2007) reportaram que a localização intracelular de QDs 

não conjugados era dependente do tamanho. Enquanto QDs maiores (vermelhos) ficavam 

retidos no citoplasma, QDs menores (verdes) conseguiam ter acesso ao núcleo de 

monócitos (Figura 9 A). Já no núcleo, QDs ligavam-se fortemente às proteínas histonas. O 

tamanho não é importante apenas para a localização num tipo específico de célula, mas 

entre diferentes linhagens celulares. QDs de diferentes tamanhos tiveram acesso 

diferenciado ao núcleo em células de linhagens distintas (WILLIAMS et al., 2009), mostrando 

que, embora sempre haja uma barreira à entrada de QDs nas células, sua distribuição é 

célula-dependente. A Figura 9 B mostra a razão da fluorescência nuclear/citoplasmática 

para QDs de diferentes tamanhos. 

 
Figura 9. Internalização de QDs em células monocíticas resulta em localização tamanho-dependente. Em A, 
QDs menores (verdes) têm acesso ao núcleo, enquanto os maiores (vermelhos) são retidos no citosol. Em B 
razão de localização nuclear/citoplasmática (valores positivos representam localização nuclear e negativos, 
citoplasmática). No detalhe, a marcação inespecífica de QDs de 2,1 nm nessas células. Em A, NABIEV et al., 
2007. Em B, adaptado de WILLIAMS et al., 2009. 
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 A entrada de QDs em células é geralmente descrita como sendo por endocitose. A 

endocitose é um mecanismo presente em todas as células eucariotas no qual materiais 

fluidos são internalizados por rotas especializadas de captura celular (CONNER & SCHMID, 

2003). Compreende rotas (i) dependente de clatrina, (ii) dependente de caveolina, (iii) 

independente de clatrina e de caveolina e (iv) macropinocitose, no qual a escolha por uma 

dessas rotas depende de fatores como o tipo de material, tamanho, carga e a interação com 

moléculas ou receptores de superfície celular (ZHANG, et al., 2009). De fato, endocitose é a 

primeira possibilidade imaginada quando se trata de internalização de diversos materiais, 

como QDs; ao contrário da simples permeação pela membrana e dispersão por espaços 

intracelulares. 

 Várias abordagens podem ser usadas para investigar a rota endocítica escolhida pela 

célula para internalização do material, genericamente chamado de cargo. Uma delas inclui a 

inibição seletiva de uma dessas rotas usando drogas específicas, dentre as quais está a beta-

metilciclodextrina, que interfere com caveolina (principal proteína da rota cavéola-

dependente) por extração de colesterol de rafts de lipídeos (CONNER & SCHMID, 2003). 

Outra abordagem é o uso de moléculas acopladas a corantes fluorescentes, moléculas do 

qual a captura celular seja bem conhecida. A principal delas é a transferrina, seletivamente 

internalizada por rotas dependente de clatrina (CONNER & SCHMID, 2003). Usando essas 

abordagens, Zhang e Monteiro-Riviere (ZHANG & MONTEIRO-RIVIERE, 2009) mostraram que 

QDs recobertos com grupamentos carboxila são internalizados em queratinócitos humanos 

principalmente via receptores acoplados à proteína-G (clatrina-dependente) e receptores de 

lipoproteínas de baixa densidade. De fato, outras descrições reportam endocitose de QDs 

por rotas dependente de clatrina para outras linhagens celulares, mas com diferenças 

significativa entre diferentes tipos celulares com origem em comum – diferenças para três 

linhagens prostáticas (BARUA & REGE, 2009). 

 É de se esperar que a ligação indiscriminada interfira com certos mecanismos 

celulares, causando inibição ou ativação de determinados processos. De fato, tem sido 

reportado que a ligação inespecífica interfere com o tráfego normal de ligantes naturais 

(TEKLE et. al, 2008) ou é capaz de modular a despolarização de membrana em células 

excitáveis (ARVIZO et. al, 2010). Portanto, fica clara a necessidade de entender e controlar a 

habilidade de QDs (e outras partículas) de se ligarem a estruturas biológicas.  
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Algumas abordagens são usadas para evitar, ou ao menos reduzir, a tendência dos 

QDs em se ligarem indiscriminadamente, sendo a maioria delas baseada no recobrimento 

de superfície (HARRIS & CHESS, 2003 E VERMA & STELLACCI, 2010). A principal delas é o 

recobrimento por polímeros inertes de cadeia longa, como o polietilenoglicol (BENTZEN et 

al., 2005). Outras incluem ligação covalentemente com moléculas que reduzem a carga 

efetiva de superfície, como a substituição de grupamento carboxila por hidroxila (KAIRDOLF 

et. al., 2008) ou por moléculas zwiteriônicas (BREUS et al., 2009). Em geral as abordagens 

usadas são tentativas de diminuir o efeito de carga entre a superfície das partículas e das 

células ou entre as partículas e as moléculas em suspensão já que esse parece ser o principal 

mecanismo de interação não direcionada entre QDs e biomoléculas. 

O estudo da interação inespecífica entre os materiais, de forma geral, e sistemas 

biológicos, incluindo QDs e outros nanosistemas, é importante porque após a conjugação, 

algumas partículas resultantes podem ainda não estar completamente recobertas com a 

biomolécula. Consequentemente, QDs cuja superfície apresenta seus grupamentos originais 

expostos podem interagir de maneira semelhante aos seus pares não conjugados. Esse tipo 

de estudo é particularmente relevante para se entender como ocorre o processo de 

interação e quais suas consequências, mas também relevante para ajudar a esclarecer os 

fatores responsáveis pela correta conjugação de biomoléculas a nanopartículas. 

 

2.8 Direcionamento (Intra)Celular 

 Para aproveitar todas as vantagens potenciais dos QDs em biologia é necessário, 

além de suas propriedades ópticas, que eles estejam dispersos como partículas individuais 

(ao contrário de aglomerados), que não sejam tóxicos e que se liguem de forma específica. 

Preenchendo esses requisitos, é possível extrair o máximo dessas nanopartículas como 

sondas fluorescentes para o estudo dos mais diversos eventos biológicos, in vitro ou in vivo. 

Ainda assim, um ponto permanece em aberto: o direcionamento para o interior das células. 

 A grande maioria dos estudos com QDs que reporta a investigação de algum 

fenômeno específico, como o tráfego de moléculas em células ou movimento celular in vivo, 

o faz após a ligação dos QDs a um alvo extracelular (GAO et al., 2004). Se as nanopartículas 

conjugadas são capazes de se ligarem a um alvo extracelular, então a interação com essa 
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molécula se dá simplesmente pela incubação das células com os QDs. Por outro lado, o 

estudo de eventos intracelulares, que necessita de partículas livres no interior das células 

(ao contrário daquelas que foram internalizadas e estão confinadas em vesículas 

endocíticas) não é tão trivial. Como consequência, sua ligação a um alvo intracelular 

corresponde a um dos maiores desafios no campo de aplicação biológica dessas 

nanopartículas. 

Algumas metodologias têm sido descritas para a entrega intracelular de QDs, umas 

para ligação específica de algum alvo intracelular, outras não. Abaixo, uma tabela dos 

principais métodos descritos. 

Tabela 2. Métodos de internalização de QDs. 

 

 Como a membrana plasmática constitui uma barreira a ser transposta em direção à 

entrega de (nano)materiais, deve ser óbvio imaginar um meio de perturbá-la à fim de 

entregá-los. Derfus et al. (DERFUS et al., 2004) demonstraram que a eletroporação é um 

método eficiente na entrega de QDs em células vivas, entretanto, elas eram veiculadas 

como agregados, ao invés de partículas dispersas (Figura 10 A). Resultados similares foram 

descritos por Chen e Gerion (CHEN et al., 2004). Outra alternativa é injetar QDs diretamente 
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no interior das células com o auxílio de micropipeta. Dubertret et. al. (DUBERTRET et al., 

2002) estudaram o desenvolvimento embrionário em Xenopus sp. após microinjeção de QDs 

em uma das células do embrião e seu desenvolvimento em estruturas teciduais derivadas 

dessa célula microinjetada (Figura 10 B). Entretanto a microinjeção restringe-se à 

manipulação de poucas células, por se tratar de uma técnica serial (uma por vez), trabalhosa 

e que requer uma alta qualificação do operador. 

 
Figura 10. Aplicações para o direcionamento intracelular por diferentes metodologias. Em A, mostra que QDs 
de diferentes tamanhos no interior de células HeLa. Em B, fluorescência de uma única célual em embrião de 
Xenopus. C mostra a localização mitocondrial de QDs. Em D, a expressão da proteína fluorescente verde (em 
verde) 11 h após entrega intracelular, quando seu gene é veiculado por plasmídeo ligado a QDs (vermelhos) 
via lipossomas tipo lipoplex. Em A, DERFUS et al., 2004. Em B, DUBERTRET et al., 2002. Em C, HOSHINO et al., 
2004. Em D, SRINIVASAN et al., 2006. 
 
 

Uma ferramenta interessante para direcionamento intracelular é o uso de peptídeos 

de translocação (PTs), específicos para um compartimento celular. A primeira descrição de 

sistemas QDs-PTs foi provavelmente a de Hoshino et. al. (HOSHINO et. al., 2004), dirigindo 

nanopartículas para mitocôndrias (Figura 10 C). Outros PTs também foram descritos como 

responsáveis pela entrada celular dos QDs, processo que independe da internalização das 

nanopartículas (LIU et al., 2011). O direcionamento por PTs necessariamente exige a 

cobertura de superfície do material a ser veiculado. Isso dificultaria (ou mesmo impediria) 

que os QDs fossem também conjugados a moléculas de reconhecimento específico para 

uma molécula intracelular. Essa é a razão de ser considerada uma abordagem relativamente 

inespecífica, apenas carreando o material para o interior da célula. 

QDs podem ser internalizados por interação com sistemas lipoplex. Esses sistemas 

são feitos de partículas lipídicas carregadas positivamente (geralmente lipossomas) para 

ligar eletrostaticamente a cargos (materiais) negativos, como oligonucleotídeos, no qual a 

carga final do complexo ainda é positiva, facilitando a ligação à superfície negativa de 

células e entrega intracelular do cargo após escape endossomal. Srinivasan et. al. 

(SRINIVASAN et al., 2006) monitoraram a expressão da proteína fluorescente verde (GFP) 

em tempo real após entrega de QDs ligados ao plasmídeo que a codifica em sistema lipoplex 
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(Figura 10 D) via lipossomas catiônicos. Entretanto, a entrega celular mediada por sistemas 

lipoplex é dependente de endocitose (variável entre os diferentes tipos celulares) e está 

limitada à interação de materiais negativamente carregados apenas com um carreador 

catiônico. 

Uma das primeiras descrições do estudo de um alvo intracelular foi reportada por 

Nelson et. al., que estudaram o tráfego de vesículas endocíticas intermediado por miosina 

em células vivas. As figuras 11 A e 11 B mostram que, após endocitose, QDs (verdes) co-

localizavam em vesículas endocíticas com dextran fluorescente (vermelho). O complexo QD-

miosina é liberado do interior das vesículas endocíticas após lise osmótica, e sua 

fluorescência não é mais sobreposta com a do dextran (Figura 11 B) (NELSON et al., 2009). 

Um ponto negativo é que essas metodologias envolvem a lise lisossomal quando a célula é 

submetida a condições de hipotonicidade, o que tem um grande potencial de acarretar 

danos às células. 

 
Figura 11. Estudo de proteínas intracelulares por QDs veiculados ao interior das células. Em A e B, QDs 
(vermelhos) localizados em endossomos e depois liberados, respectivamente. A endocitose de QDs cobertos 
com polímeros osmoticamente ativos (em C) causa um efeito tipo “bomba de prótons”, rompendo os 
lisossomas e liberando o material endocitado diretamente no citosol (em D). Em A e B, NELSON et al., 2009. 
Em C e D, YEZHELYEV et al., 2008. 

 

Um mecanismo um pouco diferente foi descrito para silenciamento gênico 

(YEZHELYEV et al., 2008). Polímeros aminados osmoticamente ativos são capazes de 

provocar elevado influxo de água para os lisossomas, e então rompê-los, um efeito 

conhecido como “bomba de prótons”. QDs contendo RNAs de interferência foram 

endocitados em conjunto com um polímero dessa natureza (Figura 11 C) e posteriormente 

liberados no citosol (Figura 11 D), sendo capazes de reduzir significativamente a expressão 

de ciclofilina B em células de câncer de mama. Essa abordagem também é dependente de 

internalização e lise de lisossomos. 
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O desenvolvimento de um veículo seguro, simples, capaz de levar compostos para 

dentro de células vivas de forma eficiente, e universal (independente do tipo celular) 

superaria todas as questões associadas à entrega pelos métodos descritos. Enquanto alguns 

lesam a membrana (eletroporação), outros são caros e trabalhosos (microinjeção) ou 

“ocupam” a superfície das partículas com os PTs (impedindo que outras moléculas sejam 

conjugadas). Além do mais, grande parte dos métodos químicos (veículos de entrega) está 

ligada à endocitose e liberação citosólica, reduzindo a efetividade de entrega e está sujeita a 

variabilidades entre os diferentes tipos celulares, como no sistema “lipoplex” – carreador 

catiônico que interage eletrostaticamente com o material a ser entregue. No entanto, essa 

idéia do lipoplex pode ser reaproveitada e inspira um investimento em outros tipos de 

lipossomas (com outras composições) para a entrega celular de QDs, já que essas 

nanopartículas são capazer de carrear drogas, peptídeos e outras classes de moléculas para 

células. 

 

2.9 Lipossomas – Fundamentos 

Desde sua descoberta por Banghan (BANGHAN, 1965), na década de 60, lipossomas 

têm se tornado ferramenta de estudo em várias áreas. Lipossomas são vesículas formadas 

por bicamadas de fosfolipídeos que se arranjam espontaneamente em água formando um 

compartimento aquoso fechado, separado de outro compartimento aquoso (o meio 

externo), por uma ou mais dessas bicamadas (VALENZUELA, 2007). Esse arranjo é 

espontâneo e os lipossomas são capazes de aprisionar o conteúdo da solução durante sua 

formação. Essa propriedade é de extrema importância em inúmeras aplicações. 

Por serem análogos às membranas naturais, constituem uma ferramenta muito 

interessante para o estudo de funções biológicas básicas controladas por membrana 

(JESORKA & ORWAR, 2008), como o transporte de íons (GIRARD et al., 2004) e efeito de 

substâncias, como toxinas, sobre a membrana (SANCHEZ et al., 2002), etc. A Figura 12 A – D 

ilustra os processos básicos do arranjo de bicamadas para formação de lipossomas. As 

moléculas de fosfolipídeos (12 A) se arranjam em solução aquosa interagindo suas caudas 

apolares opostamente entre si (12 B), expondo ao meio a sua cabeça polar. Como resultado, 

uma bicamada é formada (12 C). Entretanto, uma bicamada plana ainda tem uma porção 

hidrofóbica exposta ao meio nas extremidades. Essa é a razão de formarem vesículas em 
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solução (12 D) (JESORKA & ORWAR, 2008; VALENZUELA, 2007). A interação entre as 

moléculas de lipídeo na membrana (que também dependem da composição e tipo de 

lipídeo), geralmente mediada por insaturações na cadeia apolar, ditam suas propriedades 

físicas fundamentais – elasticidade (capacidade que a membrana tem em deformar) e 

estado de fluidez da membrana (relacionada à viscosidade da membrana) (JESORKA & 

ORWAR, 2008), por exemplo. Nos lipossomas da figura abaixo, os fosfolipídeos têm uma 

instauração em uma de suas cadeiras acil (Figura 12 B). 

 
Figura 12. Esquema de formação de lipossomas. Em A, fosfolipídeos, moléculas anfifílicas com uma cabeça 
polar (azul) e duas caudas hidrofóbicas (amarelo). Em B, a interação entre as cadeias apolares de fosfolipídeos, 
formando bicamadas (b). Essa bicamada se rearranja em solução para não expor a região hidrofóbica, 
formando uma vesícula, como mostra a figura C. [1. material lipossolúvel, 2. material hidrossolúvel, 3. meio 
extravesicular e 4. material ligado/ancorado à membrana]. A figura D mostra possíveis interações entre 
lipossomas e compostos carreados.;JESORKA &ORWAR, 2008. 
 
 

O fechamento dessa bicamada para formar os lipossomas cria dois ambientes com 

solubilidades distintas – um hidrofóbico (Figura 12 D, número 1), capaz de conter moléculas 

lipossolúveis, e um aquoso interno (número 2), que pode encapsular materiais 

hidrossolúveis, além do próprio meio no qual as vesículas formadas estão dispersas (número 

3). Outra possibilidade de carreamento é ligar moléculas na superfície da bicamada lipídica 

(número 4). 

Os lipídeos de membrana são moléculas anfipáticas; polares em uma de suas 

extremidades e apolares na outra. As interações hidrofóbicas entre elas e a interação 

hidrofílica com a água fazem com que se arranjem em bicamadas (NELSON & COX, 2004). A 

maioria desses lipídeos são glicerofosfolipídeos, no qual duas moléculas de ácido graxo 

estão ligadas nos carbonos um e dois em uma molécula de glicerol por ligações tipo éster, e 

uma molécula polar carregada está ligada no terceiro carbono do glicerol (Figura 13 A) 
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(NELSON & COX, 2004). As cadeias de ácido graxo podem ser iguais ou diferentes no mesmo 

fosfolipídeo, bem como podem ser insaturadas em ambas, em uma ou nenhuma delas. A 

molécula polar ligada ao glicerol é geralmente carregada, anulando a carga negativa do 

grupo fosfato. 

 
Figura 13. Estrutura dos fosfolipídeos. Em A, uma molécula de um glicerofosfolipídeo com uma cadeia 
saturada (ácido palmítico) e outra insaturada (ácido oleico). O grupamento X representa uma molécula polar, 
que vai conferir caráter hidrofílico ao fosfolipídeo. Em B, moléculas de X encontrada nos fosfolipídeos (NELSON 
& COX, 2004). 
 

Considerando que a cabeça polar do fosfolipídeo da Figura 13 A fosse um 

grupamento colina, por exemplo, então a molécula resultante seria uma palmitoil-oleil 

fostatidilcolina (do inglês POPC). Seguindo esse raciocínio, outros fosfolipídeos “comuns” 

são POPC, DOPC, DOPE, DSPE, onde “S” corresponde ao ácido esteárico e “E” à etanolamina. 

Além disso, lipídeos modificados também são bastante utilizados. Fosfolipídeos 

positivamente carregado como o DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilamônio-propano), ou ligados 

a grupamentos de polietilenoglicol como o DSPE-PEG, ou ainda acoplados a corantes 

fluorescentes, como DPPE-TR (dipalmitoil-fosfatidil etanolamina ligado ao corante texas red) 
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estão disponíveis comercialmente. A presença de lipídeos modificados confere aos 

lipossomas novas propriedades, como ser fluorescente, eletricamente carregado, sensível às 

variações de pH ou temperatura ou capaz de se ligar um alvo de maneira específica. 

Além do mais, os próprios lipídeos mais comuns (Figura 13 B) podem alterar 

significativamente as propriedades dos lipossomas através do tamanho da cadeia e do 

número de insaturações, pois estas características determinam o estado de fluidez da 

membrana a uma determinada temperatura. Outra forma de mudar características do 

lipossoma, como a fluidez, é a presença de determinadas moléculas, como o colesterol 

(VEATCH & KELLER, 2002). Outro fator importante é a geometria da molécula – razão da 

área ocupada pela cadeia apolar e cabeça polar, podendo formar moléculas cilíndricas, 

cônicas, etc (Figura 14). Os lipídeos se arranjam diferentemente na bicamada a depender 

dessa geometria (CHESNOY et. al, 2000) e a bicamada resultante tem propriedades físicas 

distintas a depender da quantidade (razão molar) de seus lipídeos constituintes. Lipídeos PC 

(fosfatidilcolina) são cilíndricos, como mostra a Figura 14 B. Quando uma quantidade 

significativa de lipídeos como os da Figura 14 C está presente, pode ocorrer a conversão da 

fase lamelar (bicamadas de fosfolipídeos) para estruturas de curvatura inversa. Esse é o caso 

de lipídeos auxiliares (helper lipids), como fosfatidiletanolamina, usado para desestabilizar a 

membrana (WASUNGU & HOEKSTRA, 2006). A escolha dos componentes define as 

propriedades biológicas dos lipossomas, como maior ligação a membranas celulares para os 

positivamente carregados contendo 1,2-dioleoil-3-trimetilamônio-propano (DOTAP) ou 

desestabilização de membranas e liberação de materiais (DNA, por exemplo) após 

endocitose de vesículas contendo lipídeos etanolaminados (lipídeos PE). 

 
Figura 14. Representação esquemática da geometria de moléculas anfifílicas. Para lipídeos com geometria tipo 
cone (em A), estruturas com curvatura positiva, como micelas, são formadas. Para moléculas com morfologia 
cilíndrica (em B), bicamadas são formadas. Para morfologia como da figura C, fase estruturas com curvatura 
inversa são formadas – WASUNGU & HOEKSTRA, 2006. 
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 Do ponto de vista morfológico, lipossomas podem ser divididos em vesículas 

pequenas unilamelares (SUVs), grandes unilamelares (LUVs), multilamelares (MLVs), 

oligolamelares (OVV) e gigantes unilamelares (GUVs), das siglas em inglês (Figura 15). A 

classificação em termos de tamanho varia na literatura, mas geralmente está compreendida 

entre 20 – 200 nm, 200 – 1000 nm e a partir de 10 µm para SUVs, LUVs e GUVs, 

respectivamente. O tamanho das vesículas oligolamelares e multilamelares varia muito, 

sendo essas geralmente classificadas em termos do número de bicamadas ou lamelas 

(TRESSET et. al., 2009). 

 
Figura 15. Classificações dos lipossomas quanto ao tamanho e ao número de lamelas. TRESSET, et. al. 2009. 
 
 
 

2.10 Preparação dos Lipossomas 

Várias são as metodologias descritas para produzir lipossomas. As mais tradicionais 

geralmente são simples e envolvem a obtenção de MLVs. Lipossomas são comumente 

obtidos por hidratação de filme lipídico, formado no fundo de um recipiente após a 

evaporação do solvente usado para dispersar os lipídeos (WALDE & ICHIKAWA 2001). A 

agitação vigorosa da solução de hidratação resulta em vesículas com grande distribuição de 

tamanho e lamelaridade. Vale ressaltar que o filme lipídico deve ser hidratado em 

temperatura acima da temperatura de transição de fase (Tm) do lipídeo com maior Tm. Caso 

contrário, sua remoção do fundo do tubo (e por consequência a formação de vesículas) é 

dificultada (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). Além dessa, outras técnicas são usadas 

para preparação de lipossomas com outras características morfológicas, sendo revisitadas 

por alguns trabalhos (WALDE & ICHIKAWA, 2001; RIAZ, 1996). 

A principal vantagem do uso de lipossomas para entrega de compostos bioativos 

reside na sua habilidade de encapsulá-los. Considerando a formação de lipossomas após 

hidratação do filme lipídico, a encapsulação do composto depende das suas características 

de solubilidade. Se hidrofóbica, deve estar presente na solução orgânica a ser evaporada. 
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Assim, a molécula fará parte do filme de lipídeos. Se hidrofílico, deve estar presente na 

solução de hidratação (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). Geralmente, moléculas 

hidrofóbicas apresentam elevada capacidade de serem encapsuladas, enquanto que aquelas 

hidrofílicas apresentam capacidade variável, geralmente dependendo do seu tamanho ou 

da concentração de lipídeos usada (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). 

Como as MLVs produzidas são vesículas muito grandes para determinadas 

aplicações, como de entrega de drogas, foram desenvolvidas técnicas para redução de 

tamanho e/ou número de lamelas. As principais são (1) extrusão, no qual a suspensão de 

MLVs é forçada a passar por uma membrana com poros de tamanho definido e (2) 

sonicação, onde a agitação mecânica por ultrassom rompe as lamelas das MLVs, formando 

vesículas menores (WALDE & ICHIKAWA 2001). Como resultado, lipossomas menores e 

geralmente unilamelares (ou oligolamelares) são formados. Os dois métodos formam 

vesículas com propriedades físicas semelhantes (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980) 

ainda que lipossomas produzidos por sonicação sejam menores; conseqüentemente, mais 

instáveis. 

Outras abordagens, como ciclos de congelamento-descongelamento (freeze and 

thaw) são usadas para diminuir o tamanho das MLVs, formando vesículas oligolamelares 

consideravelmente menores e mais homogêneas (WALDE & ICHIKAWA 2001). A técnica 

consiste em submeter os lipossomas a alguns ciclos de congelamento e descongelamento na 

presença do material a ser encapsulado. Adicionalmente, esse também é o método de 

escolha para aumentar a eficiência de encapsulação de substâncias hidrosolúveis (WALDE & 

ICHIKAWA 2001). Após a aplicação dos ciclos, as vesículas apresentam uma menor 

distribuição de tamanho, com vesículas consideravelmente menores e encapsulando o 

material disperso no meio. Em outras palavras, o procedimento aumenta a homogeneidade 

do sistema, tanto em termos de tamanho e número de lamelas, quanto na eficiência 

individual de encapsulação dos lipossomas. 

Após descongelamento, as vesículas são reformadas. Este último passo apresenta 

dois pontos fundamentais: (1) no congelamento, as múltiplas lamelas são quebradas e 

obrigadas e se rearranjar, formando novas vesículas (como consequência, o tamanho e 

principalmente o número de lamelas diminui consideravelmente) e (2) quando congeladas, 
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as vesículas sofrem ruptura e expõem seu interior ao meio, englobando-o após 

descongelamento (isso propicia alguns ciclos de exposição do interior vesicular ao meio e a 

entrada dos materiais do meio nas vesículas). O material do meio tende então a equilibrar 

com o do interior dos lipossomas. Logo, os ciclos de congelamento-descongelamento 

aumentam consideravelmente a eficiência de encapsulação, sobretudo de materiais 

hidrofílicos (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980), no qual a concentração interna tende 

a ser igual à externa. Tipicamente, 5-8 ciclos são realizados (WALDE & ICHIKAWA, 2001 

SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). 

 
2.11 Entrega de Materiais em Células 

Entre as vantagens dos lipossomas para entrega de materiais - geralmente genes e 

drogas, estão (1) a capacidade de carrear moléculas hidrofílicas em seu interior aquoso e 

hidrofóbicas embebidas em sua bicamada (JESORKA & ORWAR, 2008), (2) habilidade de 

adsorver moléculas em sua superfície (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2007), (3) potencialidade 

de aliar agentes terapêuticos e diagnósticos num único sistema (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 

2007), (4) potencialmente aplicáveis in vivo (DEISSLER et al., 2008) e (5) suas propriedades 

podem ser ajustadas simplesmente pela escolha dos lipídeos usados durante sua formação 

(JESORKA & ORWAR, 2008; SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). De fato, lipossomas 

constituem os sistemas nanométricos mais usados na prática clínica para carrear drogas 

anti-fúngicas, citotóxicas e entrega de genes (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2007). 

O tipo de interação com os sistemas biológicos é dependente do seu arranjo 

molecular e estado físico (fluido ou gel) e principalmente da sua capacidade de ligação 

mediada pela sua superfície. A Figura 16 (A1) ilustra diferentes recobrimentos de superfície 

que os lipossomas podem apresentar, que variam desde nenhum recobrimento, à ligação de 

polímeros, anticorpos ou pequenos ligantes de superfície. 

Devido ao recobrimento, lipossomas são capazes de entregar materiais em células 

(ou tecidos) por diferentes rotas (Figura 16 B) (TORCHILIN, 2005).  A maioria delas é 

dependente de interação mediada pela superfície e posterior internalização, como na Figura 

16 (B1: a, b, c e em e), ainda que a simples liberação da droga nas vizinhanças da célula 

possa ocorrer sem necessária interação, como mostra a Figura 16 (B1 d). Os sistemas 
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comerciais do tipo lipoplex, usados para transfecção e terapia gênica, são uma categoria de 

lipossomas (mas que também podem ser outras partículas, como dendrímeros) que contém 

cargas positivas em sua superfície, o que aumenta a capacidade de interagir com a 

superfície celular negativamente carregada (TORCHILIN, 2005). 

 
Figura 16. Relação entre função dos lipossomas e recobrimento de superfície. Em A1, lipossomas sem 
recobrimento, com anticorpos, polímeros, polímeros ligados a anticorpos e multifuncionais (carregados, 
contendo oligonucleotídeos, drogas e lipídeos fluorescentes – em vermelho), nas letras de a – e. Em B1, 
diferentes de entrega de materiais às células. Entrega mediada por ligação à superfície mediada por 
ancoragem (a) ou não (b), por fusão de membranas (c), liberação nas vizinhanças (d), troca de materiais com a 
membrana (e), endocitose (f) e liberação lisossomal (g) - (adaptado de TORCHILIN, 2005). 
 

 
 

2.12 Lipossomas Encapsulando Quantum Dots 

 Por serem altamente versáteis e capazes de levar materiais hidrofílicos e 

hidrofóbicos às células, até mesmo ao seu interior, os lipossomas começaram a ser usados 

também para carrear QDs. Chen et. al. reportaram a encapsulação de QDs e nanopartículas 

fluorescentes de sílica (ambos hidrofílicos) em lipossomas (CHEN et al., 2006). No mesmo 

ano, Gopalakrishnan et. al. descreveram a encapsulação de QDs hidrofóbicos na membrana 

de lipossomas catiônicos, usados para entrega celular (GOPALAKRISHNAN et al., 2006). 

Nessa preparação, a diferença entre a internalização e a fusão do complexo lipossoma-QD 

com a membrana das células dependia apenas da presença de ou não de 0,5% em mol de 

PEG na superfície dos lipossomas (Figura 17). 
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Figura 17. Diferentes formas de interação de lipossomas catiônicos com células. A figura A mostra que 
lipossomas catiônicos (DMPC:DOTAP) contendo QDs e sem recobrimento de superfície são internalizados pelas 
células. Quando esses lipossomas são recobertos com 0,5% de DMPE-PEG, ocorre fusão com a membrana 
celular, como mostrado em B – GOPALAKRISHNAN et al., 2006. 
 

 

 A internalização, dependente de carga de superfície, do complexo lipossomas-QDs 

como foi descrita por Bothun et. al. (BOTHUN et al., 2009). Esses autores mostraram que 

complexos catiônicos eram capturados pelas células, enquanto os zwiteriônicos se 

aglomeravam e sofriam internalização em menor escala. Esse trabalho foi interessante por 

também demonstrar a encapsulação simultânea de QDs hidrofílicos e hidrofóbicos nas 

mesmas vesículas. Também dependente de interação de superfície, a ligação preferencial 

de lipossomas funcionalizados com ácido fólico em células tumorais foi demonstrada pela 

fluorescência dos QDs encapsulados (YANG et al., 2009). Entretanto, a encapsulação afetou 

a intensidade de luminescência dos nanocristais. Esse dado é contraditório, uma vez que 

outras publicações descrevem a manutenção de suas propriedades ópticas, mesmo para 

lipossomas também zwiteriônicos encapsulando o mesmo tipo de QDs, preparados em água 

e com igual grupamento de superfície (CHU et al., 2010). 

 A encapsulação de QDs também tem sido descrita in vivo. Chu et. al. usaram o 

complexo para visualizar o tráfego do sistema em direção aos nodos linfáticos (CHU et al., 

2010) (Figura 18 A), enquanto Al-Jamal et. al. estudaram o clearance de diferentes 

preparações em camundongos após administração intravenosa (AL-JAMAL et al., 2009). O 

mesmo grupo demonstrou que tanto QDs hidrofílicos (AL-JAMAL et al., 2008a) quanto 

hidrofóbicos (AL-JAMAL et al., 2008b) encapsulados em lipossomas catiônicos eram capazes 

de se acumular especificamente em tecidos tumorais (Figura 18 B e C) após terem 

demonstrado que a captura celular direcionava-os para vesículas endocíticas (Figura 18 B). 
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Figura 18. Interação in vivo de lipossomas contendo QDs. Em A, 5 minutos após administração intradérmica 
(região 2), lipossomas de fosfatidilcolina contendo QDs hidrofílicos localizam-se em nodos linfáticos axilares. 
Em B, lipossomas catiônicos localizados em estruturas intracelulares endocíticas. Em C, marcação de células 
tumorais após injeção de lipossomas catiônicos dentro do tumor in vivo. Em A, CHU et al., 2010. Em B, AL-
JAMAL et al., 2008a. Em C, AL-JAMAL et al., 2008b. 

 

Todos os trabalhos descritos envolviam a interação e internalização de lipossomas 

(independente de conter QDs) com células por interações mediadas por carga. Em 

preparações lipossomais dessa natureza, com internalização e aprisionamento 

endo/lisossomal, os materiais veiculados continuavam impossibilitados de alcançarem o 

citosol, semelhantemente à interação e internalização de QDs livres (sem o uso de qualquer 

veículo carreador, à exceção do trabalho de Gopalakrishnan et al. - GOPALAKRISHNAN et al., 

2006). Mesmo nesse sistema lipossoma-QDs em que houve fusão, eles eram hidrofóbicos, 

ficando embebidos na bicamada da célula, ou seja, nenhum deles seria capaz de monitorar 

um evento intracelular. 

Num trabalho recente, Sigot et. al. reportam uma preparação lipossomal diferente 

das “convencionais” (SIGOT et al., 2010). Nela, lipossomas fusogênicos (contendo Ceramida-

C8) ou pH sensíveis (contendo DSGS) com QDs foram levados às células. O objetivo era 

promover a fusão com a membrana lisossomal após internalização. Outro diferencial é que 

dois tipos distintos de QDs foram veiculados: QDs vermelhos foram encapsulados nas 

vesículas, que eram funcionalizadas com biotina e QDs verdes (conjugados à estreptavidina 

e ao EGF) foram ligados fortemente à superfície dos lipossomas (Figura 19 A). Como 

resultado, um sistema complexo contendo QDs verdes e vermelhos e funcionalizados com 

EGF poderia ser direcionado especificamente a células EGFR positivas. O sistema foi capaz 

de ligar especificamente e ativar o receptor, sofrendo internalização (Figura 19 B). 

Entretanto, a fluorescência verde-vermelho (resultando em amarelo) não se desfez (Figura 

19 C), mostrando que o complexo continuou aprisionado em vesículas endocíticas, não 

sendo liberado no interior das células. O sinal de fluorescência das seis vesículas (Figura 19 
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D) mostra que os QDs estavam sempre associados aos lipossomas (sinal verde-vermelho), a 

não ser quando eram internalizados como partículas livres (EGF-QD525). 

 
Figura 19. Interação específica de lipossomas ligados a EGF com células EGF-positivas. Em A, o esquema do 
arranjo dos QDs nesses lipossomas funcionalizados. Em B, os planos y-z, com co-localização desses QDs logo 
abaixo a membrana. A figura C apresenta o perfil em linha (em branco) para fluorescência de 6 vesículas 
intracelulares, mostradas em intensidade de fluorescência em DF. Lipossomas contendo Cer-C8 (fusogênicos). 
O sinal verde indicado como “EGF-QD” é um QD livre que foi internalizado. SIGOT et al., 2010. 
 
 

 Em uma preparação lipossomal que interage de forma diferente, Dudu et. al. 

reportaram o que seria a entrada de QDs em células tumorais por um sistema catiônico 

(contendo POPC+) que eles supuseram sofrer fusão com a membrana da célula (DUDU et al., 

2008). De fato, apesar de até então eles não assegurarem que a fusão era realmente o 

processo, que levava os QDs ao interior dessas células, parecia que o processo liberava os 

QDs no citosol (Figura 20 A). A marcação de membrana (pelo uso de um marcador 

especifico) demonstrou que os QDs, apesar de estarem presentes em grande quantidade ali 

(co-localização), também se localizaram no interior da célula (Figura 20 A). Entretanto, os 

QDs eram veiculados como aglomerados de nanopartículas (Figura 20 B), num perfil 

concentração-dependente. 

 
Figura 20. Interação celular de lipossomas fusogênicos de contendo QDs. A figura A mostra o perfil de 
marcação celular de QDs e lipossomas (marcação indireta após ligação do peptídeo CT-B), respectivamente 
após interação celular. A figura B mostra que os QDs são entregues às células em forma de aglomerados. 
Lipossomas de POPC:DOPC+:NBD-PC. DUDU et al., 2008. 
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 Em 2010, Csiszár et al. (CSISZÁR et al., 2010) descreveram uma formulação 

lipossomal capaz de fundir com diferentes tipos celulares. Eles estudaram a capacidade que 

esse sistema tinha em fundir com as células mesmo sem ter encapsulado (e 

consequentemente veiculado) qualquer material. Sua composição era de DOPE:DOTAP:FL 

(1:1:0,1 em massa de lipídeos), onde FL é uma molécula com grupamentos aromáticos (um 

corante fluorescente). Aqui, moléculas de PE eram os lipídeos auxiliares, o DOTAP promovia 

a interação de cargas com as células e o FL era o responsável por desestruturar as 

membranas celulares e lipossomal, resultando na fusão. De fato, moléculas de PE são 

reconhecidamente moléculas desestabilizantes descritas como lipídeos helper (HUI et al., 

1996). Mas o desencadeamento do processo de fusão era promovido apenas na presença 

de moléculas fluorescentes na bicamada dos lipossomas. 

Como esses lipossomas (diâmetro ~ 100 nm) eram naturalmente fluorescentes, a 

fusão era facilmente visualizada pela fluorescência da membrana nas células (Figura 21). Os 

autores não relatam outro tipo de interação com as células tal como endocitose, a não ser a 

própria fusão. Do ponto de vista de entrega em células vivas, essa formulação é 

extremamente interessante porque permitiria, ao menos em princípio, a entrega de 

materiais hidrossolúveis encapsulados no interior das vesículas diretamente no citosol da 

célula sem necessitar da funcionalização dos lipossomas. Além do mais, o processo seria 

rápido (poucos minutos) e independente de endocitose, ao contrário dos sistemas do tipo 

lipoplex. Por consequência, a exposição ao sistema seria rápida e a entrega do material 

independe do tipo celular 

 
Figura 21. Fusão de lipossomas fusogênicos com células vivas. À esquerda, células-tronco de rim humano 
(HEK293) incubadas com lipossomas no qual o Lipídeo-FL era DOPE-Rodamina. À direita, fusão com células 
musculares (SMC) onde o Lipídeo-FL era DHPE-Bodipi-FL – CSISZÁR et. al., 2010. 
 
 

 Lipossomas como os descritos por Csiszár et al. (CSISZÁR et al., 2010) poderiam ser 

modelos interessantes para entrega de QDs em células vivas. Eles não dependeriam de 

determinadas condições, como dependem outros sistemas de entrega, geralmente 
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associados à interações de carga, endocitose e liberação do material a ser carreado. Suas 

propriedades fusogênicas permitiriam entregar as nanopartículas diretamente no interior 

das células sem a necessidade de funcionalização dos QDs, que por sua vez poderiam ser 

usados para se ligarem a estruturas intracelulares. Esse é um tema bastante desafiador e de 

grande interesse atualmente. 
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3. OBJETIVOS: 

 Os objetivos gerais deste trabalho foram estudar a interação inespecífica de QDs a 
células sanguíneas mononucleares humanas (PBMCs) e aplicá-los como uma ferramenta 
para investigação de células sangüíneas através de citometria e o desenvolvimento de um 
método de entrega intracelular de QDs em células vivas através de lipossomas. Como 
objetivos específicos: 

 

1. Síntese e caracterização de QDs de CdTe/CdS produzidos diretamente em água; 

2. Estudo da interação não específica de QDs de CdTe/CdS-AMP com células sanguíneas 
mononucleares e seus efeitos; 

3. Aplicação de QDs como sondas fluorescentes para investigação de células sangüíneas 
por citometria 

4. Preparação e caracterização de lipossomas de diferentes composições químicas; 

5. Encapsulação de QDs nos lipossomas; 

6. Interação dos QDs encapsulados em lipossomas com células vivas (células-tronco 
humanas).
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ABSTRACT 

In order to study biological events, researchers commonly use fluorescence-based methods. These 

techniques generally are based on fluorescent probes, commonly small organic molecules or 

fluorescent proteins. However, these probes present some drawbacks, limiting detection. The 

development of quantum confined semiconductor nanocrystals - Quantum Dots (QDs) - has 

emerged as an alternative to conventional fluorescent dyes in biological detection due to its topping 

properties – large absorption cross section, high brightness and photostability. Some questions have 

emerged about the use of QDs in biological applications. Here, we use optical techniques to study 

non-specific interactions of aqueous synthesized QDs with peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs). By fluorescence microscopy we observed that bare QDs stain cell membrane in live cells 

and also stain intracellular compartments in artificially permeabilized cells, indicating that non-

specific labeling of substructures inside the cells must be considered when investigating an internal 

target by specific conjugation. Since fluorescence microscopy and flow cytometry are 

complementary techniques (fluorescence microscopy provides a morphological image of a few 

samples and flow cytometry is a powerful technique to quantify biological events in a large number 

of cells), in this work we also used flow cytometry to investigate non-specific labeling. Moreover, by 

using optical tweezers, we observed that QDs incubation changed zeta potential in live cells to a less 

negative value, which might indicate some adverse effects to the cell membrane. 

Key-words: Quantum Dots; Fluorescence; Flow Cytometry; Non-specific interaction; Zeta Potential 
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1. INTRODUCTION 

One of the most fundamental goals in Biology is the understanding of how biomolecules 

interact with each other in many levels, from cells to whole organisms [Michalet et. al., 2006]. In 

order to get a better comprehension of these interactions, researchers commonly use fluorescence-

based techniques mainly because of some of its properties, such as high specificity and sensitivity 

even for single molecule detection [Michalet et. al., 2006; Giepmans et. al., 2006]. The evolution of 

tools based on fluorescence, including new techniques (such as multiphoton microscopy), new lasers 

and also new fluorescent probes, is allowing us to take advantages of the full potential of 

fluorescence. In fact, the high specificity of fluorescence is intrinsically linked to fluorescent probes. 

However, more conventional fluorophores, the organic dyes, present some or more limitations, such 

as narrow absorption and broad emission spectra with short stokes shift and principally poor 

photostability [Tsien et. al., 2006; Michalet et. al., 2005; Genger et. al., 2008]. 

Semiconductor nanocrystals, also known as Quantum Dots (QDs), are becoming extensively 

used in biological and biomedical field due to their intrinsically biocompatibility and topping optical 

properties [Michalet et. al., 2005; Genger et. al., 2008], including a broad absorption band 

(permitting a flexible cross section for multiphoton microscopy), size tunable emission wavelength 

(fluorescence color depends on the size of QDs), an active surface for molecular conjugation and 

high resistance to photobleaching (the major QDs’ property) *Larson et. al., 2003; Sperling and Parak, 

2010]. In general, water based QDs have been successfully used as fluorescent labels for imaging live 

cells and small animals, in immunoassays [Tian et. al., 2010], in the development of diagnostic 

methodologies [Yezhelyev et. al., 2006] and also for photodynamic therapy [Samia et. al. 2006]. 

In all these applications, QDs conjugated to proteins or antibodies play important roles, 

because they are inorganic-biological hybrids nanoparticles that combine characteristics of both 

materials, that is: the fluorescence properties of QDs with the biochemical functions of the proteins 

and antibodies. However, an incomplete conjugation may result in residual non-conjugated QDs in 

the same colloidal suspension which can bind or interact non-specifically with the biological system 

(mainly by the carboxyl groups presented in their surface due to stabilizing agents, such as 

thioglycolic acid or 3-mercaptopropionic acid, used in water dispersion QDs synthesis) and interfere 

in the desired results for the original application [Smith and Giorgio, 2010]. 

In this way, despite the successfully described biological applications of QDs, some 

drawbacks still exist. Synthesis of high quality water dispersed QDs, stability in aqueous media, 

biocompatibility, narrow size distribution and (only) specific interactions with target molecules are 

characteristically hard tasks to be achieved all together and now are part of a special topic of 
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research in the field of QDs biological applications. Moreover, little is still known about the 

mechanisms of QDs interactions with biological systems and how this can affect cellular functions. 

As well as in other classes of nanoparticles, cellular uptake of QDs is dependent of the surface 

coating and the cell type [Kelf et. al., 2010] and adverse effects is generally related to cell uptake 

capacity [Chang et. al., 2010]. Further, once internalized they can be released from endocytic 

vesicles and access nuclear structures, binding strongly histone proteins [Nabiev et. al., 2007]. In 

order to gain insights about possible risks associated with non-specific staining, it is very important 

to evaluate the capacity of nanoparticle interaction with cells. 

In this work we present studies on non-specific interactions of water dispersed carboxyl-

coated CdTe/CdS QDs with live and permeabilized human peripheral blood mononuclear cells 

(PBMCs) using different optical techniques. PBMCs are good models to study non-specific 

interactions with cell membrane because they, in general, do not perform active internalization, 

such as endocytosis. This is important since unspecific interaction to these cells does not depend on 

the QD uptake. 

Fluorescence microscopy is broadly applied to confirm morphological localization of a 

fluorescent probe that can be or not labeling a specific cell structure. Although it represents a 

powerful tool to investigate biological processes it usually lacks statistical measurements for the 

studied phenomenon. Moreover, QDs have been widely applied for fluorescence microscopy, but 

they have not been much explored as a potential tool for flow cytometry. So, in the present study 

we also performed a more quantitative investigation of the QDs-cell labeling by using not only 

fluorescence microscopy but also flow cytometry analysis. Fluorescence microscopy and flow 

cytometry are complementary techniques, since while fluorescence microscopy provides a 

morphological image of a few samples, flow cytometry is a powerful technique to detect and 

quantify a biological event in a large number of cells. 

Lastly, we investigate effects of QDs in the membrane electrical charges of these cells 

through zeta potential measurements performed in an optical tweezers system [Fontes et. al., 2008], 

proposing that this kind of measurements could be a new and complementary way to analyze cell 

adverse effects caused due to QDs incubation. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1 QDs Synthesis and Characterization 

Water colloidal dispersions of CdTe/CdS core/shell QDs were synthesized according to an 

adaptation of a previously reported method [Gaponik et. al., 2008]. Briefly, QDs were prepared by 
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the addition of Te2- solution in a Cd(ClO4)2 0.01 M solution of pH above 10 in the presence of MPA (3-

mercaptopropionic acid) (Sigma Aldrich) as the stabilizing agent in a 2:1:5.7 proportion of Cd:Te:MPA 

(molar ratio). The reaction proceeds under constant stirring for 7 hours in argon (White Martins) 

refluxing at 90 oC. The Te2- solution was prepared using metallic tellurium (Sigma Aldrich) and NaBH4 

(Sigma Aldrich), under argon saturated inert atmosphere. QDs optical characterizations were done 

by absorption and emission spectroscopy (using respectively Ocean Optics HR4000 and ISS K2 

equipments). While, QDs structural characterizations were done by X-ray diffraction (Siemens 

Nixford D5000). 

 
2.2 Mononuclear Cell Separation and Incubation with QDs 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained accordingly to a previous report 

[Cavalcanti et. al., 2008]. These cells were chosen because this sample is mainly comprised of 

lymphocyte cells, which are not very active in performing endocytosis. Briefly, PBMCs were isolated 

by centrifugation (at 400 g for 35 min) using Ficoll Paque Plus (GE Healthcare, USA). PBMCs were 

washed twice in phosphate-buffered saline solution (PBS 0.1M, pH 7.2 - 7.4) and resuspended at 

1x106 cells/mL in RPMI medium. Before cell incubation, the pH of the QDs dispersion was adjusted to 

physiological values (pH 7 – 7.4). 

In order to study QDs non-specifically interactions to live cells, we incubated live PBMCs 

(1x106/mL) to different QDs concentrations (2.4 µM and 4.8 µM) in serum free RPMI medium for 30 

minutes in a 5% CO2 atmosphere at 37°C. After incubation, samples were washed three times with 

PBS buffer and resuspended in fresh serum-free RPMI medium. For optical trapping measurements, 

the same protocol was carried out except that cells were resuspended in compatible blood serum 

for both control cells (without QDs) and with 2.4 µM QD concentration with cells. 

For cellular permeabilization, PBMCs were resuspended in permeabilizing solution and 

incubated for 10 min at room temperature. After this step, cells were washed twice using Tween-20 

PBS solution (0.5% Tween-20 in PBS) and centrifugated at 400 g for 5 minutes. 

 
2.3 Optical Tools Applied for QDs-Cell Interactions 

Live and permeabilized cells were analyzed by fluorescence microscopy (Leica DMI4000B or 

a Leica SPII-AOBS confocal microscope) and also by flow cell cytometry (FACScalibur, Becton 

Dickinson, San Jose, CA, USA). For confocal and cell cytometry analyses the QDs fluorescence 

excitation was performed by an argon laser (wavelength 488 nm). In cytometry experiments, the 

emission was detected in FL1-H channel (green emission channel). Each analysis included 10,000 
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events. Control cells (live and permeabilized) were used to define the region for cell gate in the 

detection system by computational analysis of cells staining label, using Cell Quest software version 

3.1 (Becton Dickinson immunocytometry systems, San Jose, CA, USA). 

Membrane electrical charges on live PBMCs with or without (control cells) QDs incubation 

were analyzed by zeta potential measurements in an optical tweezers system. The optical tweezers 

system used consisted of a laser beam in the near infrared ( = 1064 nm – IPG Photonics) focused on 

the microscope (Axiolab – Carl Zeiss) through an objective of 100x. The microscope is equipped with 

motorized stage (Prior Scientific) and with a real time image capture system integrated to a 

computer. The zeta potential measurements were done accordingly to methodology described in a 

previous report [Fontes et. al., 2008], in which PBMCs were submitted to different applied voltages 

(30, 40, 50, 60, 70 and 80 V) and the optical trap was used to recapture the cell after each voltage. 

The terminal velocity was measured for each applied voltage and by using the Smoluchowski 

equation, the zeta potential was obtained (at least 10 cells were measured by group, with and 

without QDs). 

 
3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 QDs Synthesis and Characterization 

Highly fluorescent CdTe/CdS QDs were produced in water by a simple preparation method. 

Figure 1 shows the normalized absorption and emission spectra of CdTe/CdS-MPA QDs after 7 hours 

of refluxing time. QDs suspension shows a bright green fluorescence emission with maximum at 555 

nm and full width at half maximum (FWHM) of 49 nm. 

 
Figure 1. A. Absorption and emission spectra of typical nanocrystals of CdTe/CdS-MPA (excitation at 365 nm) 
and B. CdTe/CdS-MPA X-Ray diffraction. 
 

 Based on the first absorption peak position (479 nm), we estimated the average QDs’ 

diameter (d) as 2.2 nm using Rogach’s sizing curve *Rogach et. al., 2007]. From the average size and 

based on QD’s first absorption peak, we estimated that the original QD’s concentration by using 
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Peng’s equation *Yu et. al., 2003] as 48 µM. The QDs structural characterization performed by X-Ray 

diffraction powder (Figure 1B) confirms the same size range (d = 2.6 nm) by applying Scherrer´s 

equation. 

3.2 Live PBMCs Cells QDs Interaction 

Figure 2 shows typical fluorescence microscopy image frames of live PBMC cells. The diffuse 

spotted-like pattern suggests that bare CdTe-MPA QDs interact non-specifically to live PBMC cells´ 

membrane for the higher concentration used. Other information that supports this observation is 

that PBMCs, in general, do not perform active internalization such as endocytosis. We also observe 

some agglomerates of QDs on the cell surface and in the medium. The QD-cell interaction may be 

the result of the adsorption (electrostatic and hydrophilic/hydrophobic interactions) between 

chemical groups in the cell membrane and carboxyl groups on the QD surface. 

 
Figure 2. Non-specific cell interaction of non-conjugated QDs to live PBMC cells. These figures represent a 

frame of common profiles of non-specific labeling of QDs in cells. Bars: 12 µm. 

 

For a more quantitative analysis, we performed flow cytometry of the incubated cells. Figure 

3 shows dot plots for PBMC cells incubated in conditions similar to those from Figure 2. Figures 3A 

and 3B show that the spots (individual cells) are shifted to the right side, confirming quantitatively 

that more than 90% of the cells are labeled by CdTe/CdS-MPA at both QDs´ concentrations. Wide 

distribution of cells in the dot plots (horizontal FL1-H – green channel) means that individual cells are 

differentially labeled by the particles in the whole cell population as observed by microscopic 

images, a common feature for non-specific interactions.  
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Figure 3. Dot plots for non-specific cellular labeling of QDs in living cells. The percentage indicates the amount 
of labeled cells in the concentration used. The analyses show that more than 90% of cells are labeled 
regardless the two concentrations used. 

 

In order to see more clearly changes in the cell labeling pattern and to better understand 

non-specific cell interaction, we permeabilized the cells allowing the QDs to cross the plasma 

membrane. If they were able to enter the cell, we would be able to observe fluorescence throughout 

the cell rather than only at the surface. Permeabilizing artificially cells can also be an alternative 

methodology to stain intracellular structures with nanoparticles, mainly in cells which do not 

perform active internalization processes. 

In fact, Figure 4 shows that after cellular permeabilization the fluorescence profile shows a 

different staining pattern compared to Figure 2, suggesting that QDs entered the cell interior almost 

homogeneously and even interacted with intracellular structures. In some cells it is possible to 

observe a concentration of QDs in the cytoplasm only, but in other cells it is also possible to see that 

there are nanoparticles even inside the nucleus (Figure 4B). These cellular barriers (cytoplasmic and 

nuclear membrane) after the treatment define the final localization of the QDs, which might be a 

result of inefficient permeabilization of nuclear membrane in some cells or the ability of this 

membrane in allowing QD crossing among different cells in the whole population (as in the case of 

different cell lines) [Williams, 2009], or even a combination of both mechanisms. 

 
Figure 4. Interaction of QDs with intracellular structures in permeabilized PBMCs. After permeabilizing 
treatment, QDs are able to enter the cells, as shown in typical fluorescence image frames in A. In B, QDs can 
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interact with cytoplasmic (square 2) or even nuclear/nucleolar structures (square 1). Bars in A = 25 µm; Bar in 
B = 12 µm. 

 

In more detailed observations one can note that, once QDs cross nuclear membrane they 

present a high affinity interaction to nuclear structures such as cell nucleolus. Figure 4B shows 

representative confocal fluorescence images of nuclear/nucleolar labeling of QDs after nuclear 

membrane crossing (square 2). In contrast, QDs which did not cross this membrane are located only 

inside the cell cytosol (square 1). In general, a great number of cells from different experiments 

displayed nuclear/nucleolar staining. By analyzing the images, we consider that once inside the cells, 

QDs always interact with intracellular structures, since they can access the cytosol, which is clearly 

observed for the nucleoli (after reaching the nucleus). In fact, it has been reported that carboxylate 

coated QDs strongly interact with histone proteins in nucleus (or in free cell conditions) [Conroy et. 

al., 2008], but it is not known yet why and where they interact with structures in the cytosol. As a 

consequence, non-specific interactions in intracellular compartments have also to be considered 

when tracking internal targets. 

As QDs can also enter and interact with some internal structures rather than just with cell 

surface, the average fluorescence signal from cells would be higher in permeabilized ones than those 

without permeabilization treatment. Also it would be expected that a higher number of cells would 

be labeled, which is true, as shown by the dot plots in Figure 5. This cellular staining has no 

dependence from the thiol stabilizing molecule used in QDs synthesis, since mercaptoacetic-acid 

QDs displayed similar interactions [Conroy et. al., 2008] In fact, virtually all cells are labeled with the 

lower and higher QD concentration used here after permeabilization, as can be seen from dot plots 

(Figures 5A and B). 

 
Figure 5. Dot plots for CdTe/CdS-MPA cellular labeling after permeabilization. Almost the whole cell population 
was labeled regardless the concentration used. 

 

3.3 Zeta Potential measurements after cell-QDs incubation 

Results reported in the literature on the effects caused by QDs in cells are controversial. 

While first reports are based only on morphological changes *Lovrid et. al., 2005+, later ones use 
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metabolic and biochemical assays to study QDs’ toxicity *Yana et. al., 2011+. These last data is 

directly related to nanoparticle uptake [Chang et. al., 2006]). Glycoproteins of cell membranes are 

responsible for the negatively charged membrane surface. This negative cell surface induces a 

double layer of charges consisting of ions rigidly bonded to the cell and creates a repulsive electrical 

zeta potential () between the cells [Fontes et. al., 2008]. The zeta potential reflects the membrane 

electrical charges and can, for example, be used to study cell agglutination [Fontes et. al., 2008; 

Pollack and Reckel, 1977] and also to understand cancer diseases [Cartey and Coffey, 1988].   

Here, we evaluate changes on membrane electrical properties (Zeta potential - ) after live 

cell incubation with QDs using optical tweezers measurements. These preliminary results show that 

control cells presented an average zeta potential of  = -14.3 mV (± 1.8 mV), while those incubated 

with QDs displayed an average  = -9.8 mV (± 1.2 mV). The negative zeta potential shifted to a less 

negative value after QDs incubation clearly is not related to the incorporation of negative 

nanoparticles on the cell surface. We suggest that the change of the  value is related to membrane 

adverse effects caused by the QDs-cell incubation. The main responsible for the cell membrane 

negative charges is the sialic acid of the glycoproteins and the measurements suggest that the 

nanoparticles in some way may be collaborating to decrease sialic acid. Some reports in the 

literature suggest that a decrease of glycoproteins could be related to oxidative stress [Straface et. 

al., 2000]. Based on this, it is possible that the zeta potential changes observed could be related to 

oxidative damages.  

 

4. CONCLUSIONS 

Water dispersion semiconductor nanocrystals have emerged as an alternative to the 

traditional hydrophobic QDs’ synthesis where toxic and pyrophoric agents are used. Here, we 

synthesized fluorescent green emitting carboxyl coated CdTe/CdS quantum confined nanocrystals (d 

~2.3 nm) and evaluated their ability to interact non-specifically with plasma membrane on live 

PBMCs and also with intracellular compartments in permeabilized PBMCs. Further, we showed that 

live cell incubation alters cell membrane charges indicating that zeta potential measurements could 

be a new and complementary technique to analyze membrane cell integrity and eventual adverse 

effects caused on cell due to QDs incubation or even using other nanoparticles. 

We demonstrate that there are non-specific interactions of bare CdTe/CdS QDs to the cell 

surface or inside PBMCs. Such interactions might interfere in biological conclusions when a specific 

target has to be detected if a non-effective conjugation processes occur. This is true for these or any 

other cell lineage when non-specific interaction is significant. These interactions may be the result of 
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adsorption (electrostatic and hydrophilic/hydrophobic interactions) between the chemical groups 

present in the cell membrane and carboxyl groups of QDs. 

Closing, we showed that permeabilized PBMCs presented higher fluorescence pattern than 

non permeabilized ones, demonstrating an alternative methodology to stain intracellular structures 

localized in the cytosol or the nucleus of cells. This work also shows that QDs can become a 

potential, efficient and low cost diagnostic tool for cytometry, compatible with the lasers and filters 

used in this kind of equipment and that studies about non-specific cell-QDs interactions are still 

necessary to improve biological conclusions when a specific labeling is desired. 
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INTRACELLULAR DELIVERY OF QUANTUM DOTS MEDIATED  

BY FUSOGENIC LIPOSOMES 
 

ABSTRACT: Fluorescent Semiconductor Nanocrystals, also known as Quantum Dots (QDs), have 

emerged as an advantageous alternative over applying conventional fluorescent dyes due to its 

topping properties (large absorption cross section, high brightness and photostability). When QDs 

are tracking a specific target in live cells, they are mostly applied in extracellular membrane labeling 

since they cannot passively cross plasma cell membrane.  For studying intracellular molecules and 

structures it would be necessary to deliver free QDs into the cell cytosol. In order to overcome such 

constraints, in this work we presented a new methodology for encapsulation of water dispersed 

carboxyl-coated CdTe/CdS QDs in liposomes of different compositions by using freeze-and-thaw 

cycles. We confirmed the encapsulation by transmission electron microscopy and by conventional 

and confocal fluorescence microscopy. QDs encapsulated in liposomes with fusogenic properties 

were able to fuse with live human stem cells in an endocytic-independent way and deliver the QD 

nanoparticles to the interior of the cell. Image analysis of the images showed that QDs were not 

freely diffusing in the cytosol. On the contrary, we observed a co-localization of the QDs and the 

lipids suggesting an interaction between these components. Efficient delivery into cells could be 

reached by using less charged QD nanoparticles such as PEG coated, zwitterionic or positive QDs. 

The method described here is a potential approach to deliver drugs and genes readily to the cell 

interior by routes which do not depend on cell endocytosis and that can be applied for the 

encapsulation of virtually any kind of nanoparticle. 

 
1. INTRODUCTION 

The use of Quantum Dots (QDs) as fluorescent probes for understanding biological functions 

has emerged as an advantageous alternative over applying conventional fluorescent dyes [1 - 3]. 

QDs have been applied for cellular labeling and biomedical research due to their wide excitation and 

narrow emission spectra, bright luminescence, great photostability, chemical active surface and size-

controlled luminescence properties to emit at different regions of visible-light spectra [1 – 6]. These 

optical properties have allowed labeling many targets simultaneously for reconstruction of 

multiplexing images and long term analysis of biological molecules [7]. However, when used to track 
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a specific target in live cells, such target is usually located on the cell surface [8]. It is still a challenge 

to study intracellular molecules and structures because QDs cannot reach freely the cell cytosol, 

limiting their application for experiments of intracellular labeling. Therefore, development of 

methods to overcome the plasma membrane and/or escape from endo/lysosomal trapping after 

endocytosis is required to these purposes. 

Some traditional methods have been used to deliver membrane impermeable compounds to 

the cell interior. They are classified as chemical, biological or physical approaches. Chemical 

strategies rely on the use of nanocarriers chemically prepared to deliver materials into cells. 

Biological methods are almost exclusively done by the use of viral vectors and physical approaches 

are based on cell membrane manipulations and modifications (such as electroporation and 

microinjection) [9 – 11].  

Most of these conventional strategies have been tested to deliver QDs into cells and usually 

combine some advantages and disadvantages. For instance, while electroporation is able to 

overcome the plasma membrane of many cells at a time, it delivers QDs as agglomerates 

(furthermore, this method can also lead to cell damage) [12]. By microinjection, QDs can reach the 

cytosolic compartment, however this is a laborious cell by cell technique [13]. Some chemical QDs 

delivering strategies combine the use of osmotic lyses *14+ or “proton-sponge” effects *15+ for 

lisosome disruption, but they can induce cytotoxic adverse effects after the release of lysosomal 

content. In principle, QDs coating with translocation peptides could also be used, but it becomes 

difficult to label intracellular structures specifically since (at least) two different chemical molecules 

have to be conjugated to the nanoparticle surface for delivery and labeling purposes [16]. Another 

common approach relies on lipofection, which uses electrostatic interaction between the cationic  

(usually positively-charged liposomes) and a negatively charged material (to form a cargo-carrier 

complex) and release of endocytosed cargo after lisosomal destabilization [10, 11, 16]. However, 

lipoplex-based methods are multi-step approaches, usually resulting in low efficiency transfection 

capability. 

Development of a platform for delivering freely nanoparticles into living cells, which does 

not depend on the cell uptake ability or material charge and minimally interferes in the cell 

physiology and in the carrier and nanoparticles properties would open up the possibility of new 

applications in the field of biomedical and life sciences. Recently, Csizár et. al. reported direct fusion 

between non-functionalized plain cationic liposomes to the plasma membrane of different cell lines 

[17]. These liposomes with fusogenic properties are a valuable tool to investigate membrane fusion 

mechanisms and could also be used to design delivering liposomal carriers for intracellular purposes 

without the need of further chemical modification such as surface functionalization. 
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In this work, we present a new methodology for the encapsulation of water synthesized 

carboxyl-coated CdTe/CdS QDs in liposomes of different compositions by using freeze-and-thaw 

cycles. We believe that this process could be applied as a general route for encapsulation of other 

kind of nanoparticles. Later, the encapsulation was confirmed by fluorescence and electron 

microscopy, we also encapsulated the QDs in cationic liposomes with fusogenic properties and 

tested their ability to deliver QDs into living cells by interacting them with human-derived umbilical 

stem cells. These cationic liposomes differ from the traditional lipoplex system, because they are 

able to fuse with the biomembranes regardless of endocytosis. 

 
2. EXPERIMENTAL METHODS 

2.1 Synthesis of CdTe/CdS-AMP Quantum Dots 

Water colloidal dispersions of CdTe/CdS core/shell QDs were synthesized according to an 

adaptation of a previously reported method [18]. Briefly, QDs were prepared by the addition of Te2- 

solution in a 0.01 M Cd(ClO4)2 solution of pH above 10 in the presence of MPA (3-mercaptopropionic 

acid) (Sigma Aldrich) as the stabilizing agent, in a 2:1:5.7 proportion of Cd:Te:MPA (molar ratio). The 

reaction proceeds under constant stirring for 7 hours under argon (White Martins) atmosphere and 

refluxing at 90 oC. The Te2- solution was prepared using metallic tellurium (Sigma Aldrich) and NaBH4 

(Sigma Aldrich), under argon saturated inert atmosphere. QDs optical characterization was done by 

absorption and emission spectroscopy (using respectively the Ocean Optics HR4000 and the ISS K2 

equipments). While, QDs structural characterization was done by X-ray diffraction (Siemens Nixford 

D5000). 

 
2.2 Liposomes Preparation and Quantum Dots Encapsulation  

 Liposomes were first prepared by the film hydration method. The constituint lipids were 

dissolved in chloroform to make a stock solution which was used according to the desired final 

concentration of Egg phosphatidylcholine (EggPC), 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine 

(DOPE), 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane (DOTAP) and 1,2-dipalmitoyl-sn-glycero-3-

phosphoethanolamine-N-(lissamine rhodamine B sulfonyl) (DPPE-Rh) from Avanti polar Lipids. We 

prepared 3 different types of liposomes: zwitterionic EggPC, the cationic EggPC:DOTAP and the 

fusogenic DOPE:DOTAP:DPPE-Rh. For EggPC:DOTAP and DOPE:DOTAP:DPPE-Rh we have mixed the 

stock solutions to reach final concentrations of 8:2 (moles) and 1:1:0.1 (weight), respectively. The 

chloroform lipids were placed in a small vial glass and the solvent was evaporated under a N2 flow 

stream to form the lipid film. Any residual solvent was removed under a vacuum pump for ~ 4 hours. 

The film was hydrated with ultrapure water under vortexing (~ 10 minutes) to detach the lipids from 
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the vial wall. Typical 2 mg/mL lipid concentration was used to prepare plain (empty) multilamelar 

vesicles (MLVs). MLVs suspension was mixed with the same volume of a 16 µM of QDs suspension. 

QDs encapsulation in liposomes was carried out after applying 6 freeze-and-thaw cycles using liquid 

nitrogen and a water bath (40°C) plus vortexing, sequentially. Liposomes were analyzed by 

fluorescence microscopy (Leica DMI4000B and Leica SPII-AOBS), transmission electron microscopy 

(Hitachi H-300 electron microscopy), and dynamic light scattering and zeta potential measurements 

(ZetaSizer Nano ZS90, Malvern). The liposome suspension was extruded through a 200 nm 

polycarbonate membrane 11 times at room temperature and analyzed by dynamic light scattering of 

their hydrodynamic size, zeta potential measurements and incubation with cells. 

 
2.3 Liposome Preparation for Transmission Electron Microscopy 

Liposomes at 1 mg/mL were centrifuged (3000 RPM, 8oC) for 30 min prior to fixing with 

Glutaraldehyde (2.5%), p-Formaldehyde (4%) and Cacodylate Buffer (0.1 M). After this step, samples 

were washed with the same buffer three times, for 10 min each wash. Then, liposomes were fixed 

with a solution containing cold 2% Osmium Tetroxide (OsO4), 5 mM Calcium Chloride and 0.8% 

Potassium Ferrocyanide in 0.1 M Cacodylate buffer. All suspensions were washed twice with 

Cacodylate buffer 0.1 M for 10 min, and once with distilled water, for 10 min. The samples were 

stained with 5% Uranyl Acetate at 5% for 1 h and then washed three times with distilled water for 10 

min. They were dehydrated in a series of increasing strength of acetone solutions (50%, 2 x 70%, 

95%, 2 x 100%) for 15 min. Fixed liposomes were then infiltrated with three increasing 

concentrations of Epon LX 112 resin in acetone (2:1; 1:1; 1:2), ending in 100% resin overnight. All 

samples were embedded in Epon LX112 embedding medium at 60 oC for three days. Embedded 

liposomes were trimmed and sectioned on an Ultracut E-Reichert-Jung ultramicrotome. Thin 

sections (90 nm thickness, approximately) taken from each sample and retrieved to copper grids 

were allowed to dry, and then stained with 5%Uranyl Acetate for 35 min plus Lead Citrate for 1 min. 

These grids were examined with a Hitachi H-300 electron microscopy using Kodak 4489 electron 

microscopy film. Liposomes were not extruded for this analysis. 

 
2.4 Cell Culture and Incubation with Fusogenic Liposomes 

 Human-derived umbilical stem cells were obtained according to methodology recently 

described (submitted). The cells were cultivated in cover glasses displaced in well culture plates with 

Modified Eagle’s medium (DMEM) at 37°C under 5% CO2 saturated atmosphere. Confluent cells 

samples, obtained after the third or fourth passages were used for liposome incubation. Plain or 

fusogenic liposomes encapsulating QDs were added to the cellular medium up to a 0.02 mg/mL final 
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concentration and incubated for 1 hour with or without serum-free medium. In order to test the 

ability plain liposomes fuse with the plasma membrane, we used fixed cells. For this, stem cells were 

washed twice with phosphate (PBS) buffer (137 mM NaCl, phosfate 10 mM, 2.7 mM KCl) and fixed 

with 4% paraformaldehyde. After that, samples were washed twice again with PBS. For QDs delivery 

using fusogenic liposomes, cellular incubation was carried out directly on the microscope stage and 

analyzed without fixation. 

 
2.5 Optical Microscopy Analysis 

 Cells and liposomes were analyzed by conventional (Leica DMI4000B) and confocal 

fluorescence microscopy (multispectral Leica SPII-AOBS). For acquisition by conventional 

fluorescence microscopy, excitation filters of 480/40 nm and 560/40 nm were used to excite QDs 

and dyed lipids and emission filters of 527/30 nm and 645/75 nm were used to detect the QDs and 

dyed lipids emissions, respectively. For confocal images, cells labeled with the dyed liposomes 

encapsulating QDs were analyzed by 488 nm excitation. Fluorescence were acquired in the green 

(corresponding to QDs) and red (corresponding to dyed liposomes) channels, respectively, at 530 nm 

and 630 nm.  

 
3. RESULTS AND DISCUSSION 

3.1 Quantum Dots Synthesis and Characterization 

 Synthesis of CdTe/CdS-AMP nanocrystal QDs was carried out as described early by us and 

presented a bright green emission with peak at 555 nm (Figure 1A). By the analysis of the first 

absorption peak at 479 nm, average size of particles was estimated to be 2.2 nm using the Rogach’s 

sizing curve [19]. By X-Ray diffraction analyses (Figure 1B) applying Scherrer´s equation, the average 

size was equal to 2.6 nm. The original QDs concentration was estimated as 48 µM using the Peng’s 

equation [20]. 

 
Figure 1. QDs Characterization. A) Absorption and emission spectra of typical nanocrystals of 
CdTe/CdS-MPA (excitation at 365 nm) and B) CdTe/CdS-MPA X-Ray diffraction. 
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3.2 Liposome Encapsulation of Quantum Dots 

We tested the freeze-and-thaw method for encapsulation of QDs in liposomes. This method 

is known to encapsulate water soluble compounds efficiently [21, 22]. The simplest liposomal 

system consisted of the single component lipid, EggPC. Figure 2A and 2B show two frames of 

fluorescent PC liposomes containing QDs. From these images it is clear that liposomes were able to 

encapsulate QDs by the freeze-and-thaw method, either before (data not shown) or after extrusion. 

In contrast to some reports in the literature [23 - 26], simple lipid film hydration in our experiments 

was not sufficient for evident encapsulation of QDs in liposomes. Hance, we proceed using a better 

encapsulation method such as the freeze-and-thaw for an effective QD encapsulation in liposomes. 

   
 
Figure 2. Fluorescent liposomes after QD encapsulation. In A and B, EggPC liposomes, and in C and D, 
PC:DOTAP liposomes visualized under fluorescence microscopy. Bars: 10 µm. 
 
 

In order to generalize the process of QDs encapsulation, we also tested the freeze-and-thaw 

method for more a complex system comprised of cationic liposomes of PC:DOTAP. Similarly to those 

made only by EggPC lipids, cationic liposomes have also shown a bright green fluorescence for 

vesicles extruded or not (Figure 2C and 2D). Interestingly, the more fluorescent the liposomes are, 

the darker they are under phase contrast, for all the compositions tested here. In other words, 

fluorescent liposomes are optically denser, that is, filled with particles. This is a further indication of 

the presence of nanoparticles inside the vesicles. Two aspects of QD-liposome system worth to be 

mentioned: simple QDs incubation with plain liposomes never results in fluorescent liposomes, even 

for the positively-charged PC:DOTAP system – that is, the process is not a result of simple 

electrostatically interaction. The second one is that either incubation or freeze-and-thaw cycles do 

not affect QD optical properties, such as emission intensity and peak position. 

 Liposomes were characterized by size and zeta potential measurements, as shown in Table 

1, after extrusion through a 200 nm polycarbonate membranes. Asterisks indicate the most 

important peak contribution for the two populations. Vesicles containing QDs were smaller than 

plain ones, but the corresponding average size is in agreement with the pore diameter. 

Encapsulation also reduces the zeta potential, which is much clearer for cationic system. 
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Table 1. Average size and average zeta potential measurements of liposomes with and without QDs.  

 
*indicates the most significative vesicle population. Numbers in parenthesis represent 
polydispersion index. 
 

 We also probed encapsulation by transmission electron microscopy of liposomes composed 

of either PC or PC:DOTAP lipids (Figure 3). Figures 3A and 3 B show plain liposomes of PC and 

PC:DOTAP (without QDs), respectively. In figure 3C, there is a single EggPC vesicle containing QDs 

inside it. In Figure 3D, PC:DOTAP liposomes encapsulating different amounts of QDs – variation in 

efficiency from vesicle-to-vesicle are shown. 

 

Figure 3. Transmission electron microscopy of liposomes, without extrusion. In A and B, plain PC and 
PC:DOTAP liposomes (without QDs). In C, a single PC liposome containing electron dense 
nanoparticles, corresponding to QDs. In D, an image of cationic PC:DOTAP liposomes with variable 
amount of encapsulated QDs. 

 

3.3 Interaction of Fusogenic Liposomes with Live Stem-Cells 

 Liposomes can interact with cells and tissues by a large variety of mechanisms, sometimes by 

internalization, sometimes not [10, 27]. These mechanisms are central in the way by which carriers 

release their material to cells. We choose to deliver QDs to cells using liposomes with fusogenic 



 75 

properties, composed of DOPE:DOTAP:DPPE-Rh, as recently described [17]. The fusion relies on the 

combination of properties of cationic lipids, “helper” lipids (ethanolamine) and aromatic molecules. 

Ideally, these liposomes could encapsulate QDs (or any other material), which would be released 

into the cytosol after liposome fusion to the plasma cell membrane. Further, although we do not 

know whether these liposomes are internalized or not, and considering it a real possibility, they 

would still be able to fuse with endocytic vesicles also releasing encapsulated QDs.  

 The ability of such preparation in fusing with live cells was tested by incubating these 

liposomes with human-derived umbilical stem cells, as shown Figure 4. Figure 4A shows, by 

conventional fluorescence microscopy, that every cell was labeled by the liposomes, indicating the 

fusion capability of the system. In 4B, a zoom of one single cell displayed detailed membrane 

morphology (arrows). This profile is a strong indication of membrane fusion, since there is no other 

cellular structure preferentially labeled and it is common pattern for the cells in the samples. So, the 

plasma membrane is quite homogeneously labeled as the liposomes are now part of it. Even though 

the mechanism of fusion seems to predominate in this interaction, the endocytosis of some vesicles 

can not be excluded. 

 

   
 
Figure 4. Membrane fusion of liposomes. In figure A, all cells are labeled by the fusogenic liposomes. 
The red spots in the picture are liposomes. Inset shows merged fluorescence and phase contrast 
images. In B, a zoom of one cell displaying details of its membrane structure. Bars: In A 100 µm; in B 
25 µm. 
 

 Cationic liposomes are commonly used in cell transfection experiments [10, 16, 27]. Such 

systems release the material after endocytosis. The fusogenic properties of the systems used here 

also depend on the use of cationic lipids to support interaction with cells, which will eventually 

promote fusion. In this way, we tested if these liposomes were still able to fuse when endocytosis is 

inhibited by low temperature incubation (in order to probe fusion versus internalization). Figure 5 
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shows a temperature-independent fusion of liposomes with stem cells by confocal microscopy and 

differential interference contrast microscopy (DIC) when incubating at 4°C. Figures 5A and 5B show 

that the cellular outline are labeled, corresponding to cellular membranes. Details of cell membranes 

images after/during fusion with liposomes are presented in Figures 5C and 5D. In figure 5D, the 

square marks detailed membrane projections better resolved under confocal microscopy 

corresponding to those projections shown in figure 4B. The arrow points what seems to be a small 

fluorescent vesicle contacting, anchoring and fusing with the plasma membrane. Although fusion 

must be the main mechanism of liposome-cell interaction and labeling, which is supported by 

membrane staining, other profiles could also be observed, such as internal labeling displayed by cells 

1 and 2 in figure 4C. 

 
 
Figure 5. Fusogenic liposomes fusing to cell plasma membrane at 4°C. Figure 4A shows the labeling 
of the cell edges under confocal fluorescence microscopy. In 4B, the same frame under confocal 
fluorescence microscopy and DIC. Figure 4C displays different labeling pattern - liposome-cell fusion 
shown in cells inside the square and intracellular labeling for cells 1 and 2. D is the image 
corresponding to the square in C. It is possible to see details of membrane such as projections 
(square) or even the approaching vesicles on the cellular membrane (arrow). Bars: 75 µm. 

 

 The previous reported description of such liposomes [17] highlights the role of the 

fluorescent (aromatic) molecules on membrane fusion. We made some modifications on the original 
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fusogenic liposomal composition or medium conditions to probe its ability to fuse with cells, as 

shown in figure 6. When 10 times less rhodamine lipids are present in the bilayer, liposomes are still 

able to fuse to cells but the efficiency is significantly reduced. As shown in figure 6A, one fused cell 

among non-labeled cells also presented detailed membrane projections similar to those incubated 

with the “original” liposomal composition containing 10 times more fluorescent lipids (around 10% 

of cells were labeled). In figure 6B, such fluorescent liposomes contact cells but do not promote 

fusion. The replacement of PE-Rh lipids for soluble rodamine 101 also is inefficient to promote 

liposomes fusion to cells (not shown). When “original” liposome preparation is incubated with cells 

in the presence of serum medium, no fusion occurs (Figure 6C). This result might be related to 

adsorption of serum proteins onto the cationic vesicles forming a corona [28], which may prevent 

cell-liposome interaction and fusion. 

 
 
Figure 6. Membrane fusion in modified conditions. In A, fusogenic liposomes containing 10X less PE-
Rh on the composition fuses less efficiently. Inset shows one fluorescent cell among non-fused cells. 
In B, such modified liposomes contacting cells do not fuse with the plasma membrane. In C, no 
fusion occurs in serum-containing medium. Barras: 25 µm. 
 

3.4 Intracellular Delivery of Quantum Dots by Fusogenic Liposomes 

 Once demonstrated the efficiency of the freeze-and-thaw method for QD encapsulation in 

liposomes and established the conditions of liposome-cell fusion, fusogenic liposome-encapsulated 

QDs were incubated with live stem cells. In ideal conditions, the liposomes containing QDs will fuse 

with the plasma cell membrane releasing free particles inside the cytosol, which would be seen as a 

green diffuse pattern in the cell interior. Figure 7 shows typical image of the intracellular delivery of 

QDs by fusogenic liposomes. After some minutes of incubation, some cells presented red 

fluorescence (corresponding to the rhodamine-labeled liposomes – 7B) always followed by a green 
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fluorescence (corresponding to QDs – 7C). The green fluorescence of QDs was always co-localized 

with the red fluorescence of lipids. We could not observe red and green fluorescence as separated 

signals, as shown in figures 6D and 6E. 

 
 
Figure 7. Intracellular delivery of fusogenic liposome-encapsulated QDs. Figure A, DIC microscopy of 
the cells. Figure 6B, red fluorescence image of liposomes. Figure C, green fluorescence image of QDs. 
In D, co-localization of red and green fluorescence. In E, co-localization under DIC. Bars: 50 µm. 
 

 
Co-localized signals indicate that QDs and liposomes are spatially close. Once the fusion 

occurs, the liposomal membrane is now part of the plasma cell membrane; consequently QDs would 

access the cell interior. However, QDs are not disconnected from the cationic lipids, which now are 

part of cellular membrane. That probably happens because the QDs coating with carboxyl 

(CdTe/CdS-MPA) make them negative and possibly able to interact electrostatically with the cationic 

lipids of the fusogenic liposomes. This proposed mechanism of QDs-mediated liposome delivery to 

cells, is illustrated in Figure 8. Figure 8A represents the interaction and fusion of fusogenic liposomes 

with the plasma cell membrane in ideal conditions. Membrane fusion (A1) would lead to cell labeling 

and release of free QDs inside the biological system (A2). However, the spotted-like pattern 

observed in Figure 6 points to fusion (Figure 8 B1), but also to charge mediated interactions between 

QDs and cationic lipids of the fusogenic liposomes, yielding a co-localization of signal (Figure 8 B2). 
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Figure 8. Illustration of the liposome-mediated QDs delivery to cells. In ideal conditions, after 
incubation (In A), red fluorescent liposomes fuse to the cell membrane (A1), releasing QDs into the 
cytosol. However, after fusion, charge mediated interactions of QDs and cationic lipids (B1) impair 
QDs release into the cell, yielding a yellow co-localized signal (B2). 
 
 
 Another interesting finding is that membrane labeling from liposome-cell fusion is not 

restricted to plasma membrane. As can be seen from the Figure 5C, red staining is also present in 

intracellular structures. If fusion were the only mechanism of interaction, there was no reason for 

intracellular labeling, since liposomal bilayer fuses with the membrane bilayer without releasing or 

leaking any material into cells. However, either by using sonication as described earlier [17] or by 

freeze-and-thaw followed by extrusion as the method used here, probably not only unilamellar 

liposomes are produced [21]; some multivesicular structures could be present in the sample. As a 

consequence, the external bilayer fuses with the plasma membrane releasing intravesicular vesicles. 

These vesicles are now able to fuse to intracellular membranes. Another possibility is that some 

liposomes are also endocytosed instead of readily fused, yielding intracellular fluorescence, as the 

pattern suggested in Figure 5C (cells 1 and 2) or even a combination of both (but endocytosis must 

not be the case here, since the low temperature would not allow vesicles to be endocytosed), 

although endocytosis is prohibitive at the temperature in the experiments in figure 5. Figure 9 

illustrate such mechanisms. In 9A and 9B, interaction of a multivesicular vesicle (MVV) with the 

plasma membrane, releasing internal vesicles to the cell interior, which are able to fuse to internal 

bilayers (Figure 9C). Intracellular fluorescence can also be originated from internalized liposomes 

(square in figure 9C). In 9D, a real image of a single cell with many intracellular structures labeled 

while the plasma membrane is homogeneously stained. Mechanisms other than fusion were not 

reported on the work of Csizár et. al. [17] although some internal fluorescence was also present. 
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Figure 9. Mechanisms of intracellular labeling from fusogenic liposomes. Figure A and B illustrate 
interactions of a multivesicular vesicle (MVV) with the plasma cell membrane, which after fusion of 
the external bilayer release internal liposomes into the cellular interior. Figure C shows a complete 
stained plasma membrane after fusion and the fusion of the released vesicles with internal bilayers. 
Another possibility is the internalization of the liposomes (square in the plasma membrane). Figure D 
is a real image of the cell whose membrane is homogeneously stained while internal structures are 
present. Barra: 12 µm 
 

CONCLUDING REMARKS 

 In this work, we described a new method for efficient encapsulation of QDs in liposomes by 

using freeze-and-thaw cycles. The QDs encapsulation in liposomes of different compositions shows 

that this method could become a universal approach and could be used for different liposomes or 

for encapsulation of other kind of nanoparticles. We also delivered QDs into cells by using liposomes 

with fusogenic properties. Fusogenic liposomes fuse with the plasma cell membrane in a 

temperature-independent fashion, suggesting a non endocytic route for material delivery. Water 

dispersion synthesized QDs were delivered to the cell interior using this preparation. However, QDs 

remained underneath the plasma membrane indicating interaction with the cationic lipids of 

fusogenic liposomes. Efficient delivery into cells could be reached by using less charged 

nanoparticles such as PEG coated, zwitterionic or positive QDs. In contrast to traditional carrier 

approaches for intracellular delivery, the use of such positively charged and fusogenic liposomes can 

allow release of particles, drugs and genes directly into cells for many cells at time by mechanisms 
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which do not depend on internalization, eliminating the limiting steps associated with traditional 

transfection protocols. 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

Quantum Dots têm sido extensivamente usados em aplicações biológicas e 

biomédicas desde suas primeiras descrições. Entretanto, algumas questões ainda 

necessitam ser abordadas para superar determinadas limitações. Esses são os casos das 

interações inespecíficas dos QDs com sistemas biológicos e do direcionamento de QDs para 

o interior de células vivas. O primeiro aspecto, o de ligações inespecíficas, foi estudado 

usando QDs de CdTe/CdS-AMP, cujo recobrimento de superfície resultava em 

nanopartículas negativamente carregadas nas condições estudadas. A capacidade dessas 

partículas de ligarem a estruturas biológicas foi estudada por técnicas ópticas 

complementares, como microscopias de fluorescência e citometria de fluxo. Os resultados 

apresentados aqui mostraram que esses QDs são capazes de se ligarem tanto à superfície de 

células sanguíneas mononucleares vivas quanto no interior daquelas que foram 

artificialmente permeabilizadas. Dessa forma, esse trabalho abordou dois aspectos críticos 

das aplicações biológicas dos QDs: nanocristais sintetizados em água são capazes de se ligar 

inespecificamente às células e potencialmente capazes de interferir em análises onde 

aplicações específicas são requeridas. O efeito da interação com as células vivas resulta na 

redução do potencial de carga de superfície, o potencial zeta. Esse é um indicativo de 

possíveis efeitos adversos sobre moléculas presentes nas membranas das células. 

Por serem partículas relativamente grandes e impermeáveis à bicamada das 

membranas biológicas, QDs são incapazes de atravessá-las diretamente. A internalização 

dessas nanopartículas pode acontecer por diferentes rotas naturais (endocitose, por 

exemplo), mas não de maneira espontânea e passando diretamente pela bicamada, o que 

resultaria em partículas livres no interior das células. Aqui, nós encapsulamos QDs em 

lipossomas de diferentes composições visando o direcionamento intracelular. A incubação 

de células-tronco humanas com QDs encapsulados em lipossomas com propriedades 

fusogênicas permitiu a entrada desses QDs no citosol. Seu perfil de fluorescência co-

localizado com a fluorescência das bicamadas catiônicas (agora parte da membrana das 

células após fusão) entretanto, demonstrou que eles não foram entregues livremente no 

citosol, mas permaneceram aparentemente ligados às membranas catiônicas. O método 

descrito é inovador comparado aos tradicionalmente usados em transfecção, que 

geralmente requerem a capacidade do material ligar eletrostaticamente ao carreador e 
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internalização do complexo e posterior liberação endo/lisossomal para entrada 

citoplasmática e pode ser estendido para outros tipos de nanopartículas de cargas negativas 

e também positivas, ao contrario de sistemas lipoplex. 

 Com esse trabalho, abriu-se uma nova linha de pesquisa no laboratório relativa ao 

direcionamento de QDs para o interior das células através de lipossomas. Nós poderemos 

não só testar a interação de diferentes tipos de lipossomas contendo QDs com variados 

tipos de células vivas, como poderemos também encapsular outros tipos de nanopartículas 

(tais como nanopartículas metálicas) e direcioná-las para o citosol. Além disso, com o 

aprimoramento desta metodologia, seremos capazes de veicular QDs conjugados e 

investigar a expressão de proteínas localizadas no citoplasma e em organelas de células 

vivas, bem como visualizar e delinear da ação de uma droga conjugada a QDs cujo alvo se 

localiza dentro das células. Essa é, portanto, uma via alternativa e aparentemente mais 

simples dentre os sistemas de transfecção comumente utilizados. 

Por último, as observações feitas sobre o potencial zeta das células mononucleares 

nos chamou atenção sobre alterações de carga de membrana induzidas pela incubação com 

QDs e nos apresentou uma nova forma de estudar efeitos adversos de toxicidade de 

nanopartículas que merece ser mais investigada. Efeitos de alteração de carga de 

membrana celulas são particularmente relevantes para aplicações in vivo pois, por exemplo, 

mecanismos de aglutinação e migração celular estão intimamente relacionados a essa 

distribuição de cargas. 
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