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RESUMO

O estudo dos processos que ocorrem nas células é vital para o entendimento de fenbmenos
biolégicos em organismos inteiros. Tais informagdes requerem muitas vezes o uso de ferramentas
gue preservem tanto a morfologia quanto a viabilidade celular. Esse é o caso de técnicas baseadas
em fluorescéncia, capazes de estudar um evento de forma especifica e com elevada sensibilidade.
Sua andlise é baseada no uso das sondas fluorescentes, geralmente pequenas moléculas
organicas. Entretanto, praticamente todas as sondas convencionais apresentam limitacées. 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 questdes
sobre eles ainda precisam ser abordadas. No presente trabalho, nds mostramos que QDs
(CdTe/CdS-AMP sintetizados em agua) sdo capazes de se ligar ndo especificamente a superficie de
células sanguineas periféricas mononucleares ou em estruturas intracelulares apds
permeabilizacdo de membrana. Esses estudos foram feitos por combinagdo de técnicas 6pticas e
mostraram que QDs sdo potenciais ferramentas para estudo de células sanguineas por citometria
de fluxo. Através de medidas realizadas com pingas épticas verificamos que a incubagdo com QDs
diminui o potencial zeta, indicando que os mesmos podem causar alteragdes nesses sistemas
bioldgicos. Além disso, desenvolvemos uma metodologia eficiente de encapsulacdo de QDs em
lipossomas de diferentes composi¢cdes por ciclos de congelamento e descongelamento e a
utilizamos para entregar QDs ao interior de células vivas. Foi possivel visualizar a fluorescéncia das
nanoparticulas dentro das vesiculas para os sistemas QDs-lipossomas estudados. Ademais, o
encapsulamento em lipossomas com propriedades fusogénicas (utilizando uma combina¢dao de
lipideos catidnicos e lipideos fluorescentes) permitiu a entrada das nanoparticulas em células-
tronco humanas. Pela andlise das células por microscopia confocal, foi possivel notar que a
fluorescéncia dos QDs co-localizava com a fluorescéncia das membranas lipossomais. Esses
resultados sdao inovadores; tanto porque podem ser extendidos para a encapsulagao de outros
tipos de nanoparticula em lipossomas de diferentes composi¢cdes por um método ainda nao
descrito, como pela possibilidade de entregar essas nanoparticulas diretamente no interior de
células vivas.

Palavras-chaves: Sondas fluorescentes, Quantum Dots, Lipossomas, Interacdo ndo especifica,
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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CAPITULO |



1. INTRODUCAO

A extracao de informagdes bioldgicas requer o uso de ferramentas e técnicas capazes
de medir e/ou manipular o sistema biolégico em estudo. A medi¢do pode ser feita apds
analises do conteudo celular, enquanto a manipulagdo pode ser feita por alteragdes
realizadas no sistema. Essas avaliacdes podem ser aplicadas em sistemas bioldgicos vivos,
desde células a organismos inteiros, e em geral requerem o uso de técnicas sensiveis.
Dentre estas, destacam-se as técnicas baseadas em fluorescéncia, especialmente a
microscopia, que possibilita ndo apenas a visualizagdo (com alta sensibilidade e

especifidade) de um alvo bioldgico, mas também identifica sua localizacdo precisamente.

As técnicas baseadas em fluorescéncia, na grande maioria das vezes requerem o uso
de marcadores (normalmente corantes organicos fluorescentes), capazes de ligar a
estruturas bioldgicas de forma especifica e de revelar sua dinamica. De fato, um grande
diferencial de técnicas baseadas em fluorescéncia é a possibilidade de realizar estudos
dindmicos no momento em que o evento ocorre, sem a necessidade de paralisa-lo (por
fixacdo, por exemplo). Entretanto, a escolha do marcador nem sempre é simples, e pode

requerer caracteristicas algumas vezes nao disponiveis.

As propriedades espectroscdpicas dos corantes (estreito espectro de absorcao, largo
espectro de emissdo e principalmente elevada taxa de fotodegradacdo) apesar de
permitirem o estudo de varios fendmenos de interesse bioldgico, tais como a identificacdo
guimica de estruturas ou moléculas biolégicas, podem também limitar muitas aplica¢des.
Esse é o principal motivo pela busca constante por novas sondas fluorescentes, tais como as
proteinas fluorescentes. Ainda assim, essas moléculas também apresentam desvantagens,
gue incluem exaustivas reagdes quimicas para sua producao e manipulacdo genética do

sistema biolégico a ser estudado (NIENHAUS, 2008).

Ha 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 contrario das sondas moleculares, esses novos marcadores sdo particulas da
ordem de 1 a 10 nm e apresentam propriedades dpticas Unicas que podem superar algumas

das desvantagens apresentadas pelos marcadores tradicionais (BRUCHEZ et. al., 1998). Essas



particulas de tamanho nanométrico sao chamadas de Quantum Dots (QDs) ou pontos
guanticos, e podem ser utilizadas em andlises prolongadas de multiplos alvos biolégicos

simultaneamente, pois ndo sofrem fotodegradacao (MEDINTZ et. al., 2005).

No entanto, algumas questdes desafiadoras das aplicacbes bioldgicas dos QDs
comegaram a surgir a medida que mais trabalhos eram realizados com essas novas sondas
fluorescentes. Algumas dessas questdes incluem a preparacdo de nanoparticulas de boa
qualidade optica e com estabilidade fisico-quimica, uma eficiente ligacdo a moléculas de
reconhecimento especifico, a inibicdo de intera¢cdes inespecificas indesejaveis com
estruturas bioldgicas e o desenvolvimento de um meio de direcionda-los para o interior de

células vivas.

Os QDs podem, por exemplo, ser utilizados para monitorar a dindmica de proteinas
em células vivas, pois permitem estudar seu comportamento com sensibilidade de até uma
Unica molécula (DAHAN et. al.,, 2003), e principalmente por longos periodos de tempo
(DAHAN et. al.,, 2003; MEDINTZ et. al., 2005). Entretanto, os estudos de dindmica de
moléculas, principalmente em células vivas, com QDs sdo quase que exclusivamente
realizados para proteinas de membrana acessiveis pelo lado externo da célula. Essa
caracteristica é devida a incapacidade de passagem das sondas atravessarem a bicamada
lipidica. Poucos métodos tém sido utilizados para direcionamento intracelular (DELEHANTY
et. al., 2009) e poucos relatam, de fato, o estudo de trafego de moléculas intracelulares

(COURTY et. al., 2006).

Uma forma de entregar materiais para o interior das células é através do uso de
lipossomas, vesiculas compostas de uma ou mais bicamadas de fosfolipideos, capazes de
encapsular materiais hidrofilicos em seu interior e hidrofébicos em sua bicamada lipidica
(JESORKA & ORWAR, 2008). Uma caracteristica singular dos lipossomas, que permite sua
ampla utilizagdo para entrega celular, é sua similaridade com as membranas bioldgicas. Ha
na literatura alguns trabalhos recentes relatando o uso de lipossomas associados aos QDs.
Enquanto alguns desses trabalhos descrevem a simples encapsulacdo (KIM, 2006), outros
relatam o direcionamento a uma linhagem celular especifica (YANG, 2009) e até mesmo
aplicag¢des in vivo (CHU, 2010). Entretanto, até onde sabemos, ndo ha trabalhos que relatem

a liberacdao de QDs totalmente livres para o interior das células utilizando lipossomas. Além



do mais, pouco se sabe sobre o efeito da encapsulagdo lipossomal nas propriedades dépticas

das nanoparticulas e os tipos de interagdo com as células.

De forma geral, o trabalho descrito aqui aborda dois aspectos importantes do uso
biolégico dos QDs: a interacdo inespecifica de QDs sintetizados diretamente em agua com
células e o desenvolvimento de uma metodologia de entrega intracelular de QDs em células
vivas utilizando lipossomas. Na primeira parte desta dissertacdo, é apresentada uma Revisdo
Bibliogrdfica, que descreve a sintese, as propriedades dpticas, a interagao nao especifica e o
direcionamento intracelular de QDs. Apds a Revisdo Bibliogrdfica, apresentamos um artigo
publicado no Proceedings of SPIE - Colloidal Quantum Dots for Biomedical Applications V e
em seguida um artigo submetido para publicacdo para a revista Micron. Esses artigos se
referem a trabalhos sobre o estudo da interagdo ndo especifica de QDs de CdTe/CdS-AMP
(Telureto de Cadmio passivados com Sulfeto de Cddmio e estabilizados com 4acido
mercapto-propionico) fluorescentes na regido do verde (555 nm) com células sangliineas
mononucleares humanas. Enquanto o primeiro enfatiza a aplicacdo de QDs como potenciais
ferramentas para estudos de células sangliineas através de citometria de fluxo, o segundo
estuda as interagOes inespecificas entre esses QDs e células mononucleares e seus efeitos
por medidas do potencial zeta das células. O estudo de interacdes inespecificas é
importante para se aprimorar trabalhos que utilizam QDs conjugados com biomoléculas
para marcacdes especificas, pois apds a conjugacdo podem restar QDs ndo funcionalizados
capazes de alterar a especificidade e as conclusdes do trabalho em destaque. O terceiro
artigo, que estd em preparacdo e sera submetido para a revista Physical Chemistry B, aborda
a encapsulacdo de QDs em lipossomas de diferentes composi¢cdes quimicas e sua entrega
intracelular em células-tronco derivadas de corddao umbilical por lipossomas com

propriedades fusogénicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Fluorescéncia em Biologia

Ainda hoje, alguns tipos de processos bioldgicos, até mesmo os que acontecem nas
células mais simples, sdao pouco entendidos. O estudo de processos bioldgicos, desde células
até organismos inteiros é, por exemplo, fundamental para o entendimento de algumas
doengas (tais como as neoplasias) e para a descoberta de novas formas de tratamento.
Muitas sao as abordagens utilizadas para a investigacao dos fen6menos biolégicos em nivel
mlecular. Dentre as principais, estdo as técnicas baseadas em fluorescéncia, principalmente
a microscopia. Mas por que estudar fendmenos bioldgicos por fluorescéncia? A natureza
ondulatdria e corpuscular da luz permite extrair informacdes morfoldgicas, estruturais e até
mesmo biomecanicas remotamente e ndao destrutivamente de estruturas inerentes aos
sistemas bioldgicos. As vantagens de técnicas baseadas em fluorescéncia sdo: a alta
intensidade, permitindo monitoramento de processos em tempo real, e a especificidade
(bio)quimica que advém da afinidade existente entre marcadores fluorescentes e as

macromoléculas no objeto de estudo.

Algumas moléculas naturais, presentes em células e tecidos, sdo naturalmente
fluorescentes. Essas moléculas sdo chamadas de fluoréforos intrinsecos. Esse é o caso de co-
fatores enzimaticos, como o NADPH, vitaminas como a riboflavina e proteinas ricas em
aminoacidos aromaticos (CORRIDEN et. al., 2007). Entretanto, a deteccdo dessas (e outras)
moléculas auto-fluorescentes em células é dificultada devido as suas propriedades
espectroscépicas (baixo rendimento quantico e largo espectro de emissdao que geralmente
vai do azul ao vermelho) e/ou sua localizacdo celular, inespecificamente distribuida por toda
a amostra. Além disso, a maioria das moléculas de interesse biolégico ndo sdo naturalmente
fluorescentes. Por essa razdo, marcadores fluorescentes externos (exégenos) com afinidade

a alvos biolégicos sao comumente usados.

Os marcadores fluorescentes exdégenos sdo geralmente pequenas moléculas
organicas (os chamados corantes). No entanto, também podem ser utilizadas proteinas
fluorescentes (NIENHAUS, 2008) e materiais derivados de arsénio (ADAMS & TSIEN, 2008).
Esses marcadores sdo usados por conferirem afinidade a um alvo bioldgico. Essa interacdo

do marcador a um alvo especifico pode ser mediada por afinidade intrinseca (como



interacbes hidrofdbicas entre corantes e membranas, por exemplo) ou por estarem
conjugados a moléculas de reconhecimento especifico, como anticorpos que vao interagir
com antigenos do sistema bioldgico. Por essa razao, técnicas baseadas em fluorescéncia

podem ser além, de sensiveis, bastante especificas.

Além de detectarem um alvo bioldgico especifico com elevada sensibilidade, essas
sdo técnicas geralmente simples, envolvendo muitas vezes somente a adicdo do corante a
amostra e a detec¢ao por equipamentos, onde a andlise pode ser traduzida em imagem
(como na microscopia) ou apenas em um sinal (como na citometria ou em
fluoroimunoensaios). Sdo também consideradas técnicas seguras, principalmente quando
comparadas a andlises que usam materiais radioativos para ligacdo a um alvo e posterior
deteccdo. Em conjunto, essas caracteristicas permitem estudar varios tipos de eventos
biolégicos. Além do mais, ndo requerem que a amostra bioldgica seja fixada. Como
resultado, é possivel investigar e visualizar varios tipos de fendmenos bioldgicos
dinamicamente (em tempo real) em sistemas bioldgicos vivos, o que é certamente a

principal vantagem da fluorescéncia comparativamente a outras técnicas.

2.2 Marcadores Fluorescentes

Os marcadores que sdo utilizados na investigacdo de processos bioldgicos através de
técnicas baseadas em fluorescéncia devem apresentar pelo menos duas caracteristicas
basicas: habilidade de ligar as estruturas de interesse e a capacidade de detecta-las. A
primeira estd relacionada a modificagdes quimicas realizadas nas moléculas desses
marcadores para tornd-los direcionaveis, e a segunda é que esses marcadores devem emitir

fluorescéncia.

A fluorescéncia é um tipo especifico de um fenémeno chamado /luminescéncia. Esse
fendbmeno acontece da seguinte maneira: (1) elétrons de um material absorvem energia e
sdo promovidos para estados excitados mais energéticos (a esse processo chamamos
absorcdo) e (2) os elétrons sdo promovidos de estados excitados mais energéticos para o
estado fundamental. Nessa etapa, o excesso de energia dos elétrons é liberado em forma de
luz (radiacdo eletromagnética) chamada /[uminescéncia — Figura 1. Chamamos de
fotoluminescéncia quando a promocdo dos elétrons para o estado excitado é feita por

absorcdo de energia luminosa (luz).
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Figura 1. Representagdo simplificada de Luminescéncia. Um elétron no estado fundamental (SO) é excitado por

luz (em roxo) para um nivel de energia S1. As linhas dentro de cada nivel representam niveis vibracionais. A
volta do elétron ao estado fundamental resulta na emissdo de um féton (em verde).

A luminescéncia estd normalmente dividida em duas categorias, fluorescéncia e
fosforescéncia. Na fluorescéncia, o material s6 emite luz se for continuamente excitado (ou
seja, se os elétrons forem continuamente levados para estados mais energéticos) — se
pararmos de excitar o material, ndo haverd mais fluorescéncia. J4 na fosforescéncia, a
emissao de luz persiste por um certo tempo (que pode variar de microsegundos a segundos)

mesmo quando se interrompe o processo de excitacdao (LAKOVICZ, 2006). A fluorescéncia

também sé ocorre por transi¢des 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 absor¢do (grafico
gue relaciona a intensidade de energia que deve ser absorvida para que ocorra essa
transicdo em funcdo do comprimento de onda). Ja a fluorescéncia é representada por um
espectro de emissdo, ou seja, um grafico que relaciona a intensidade da luz emitida (quando
os elétrons retornam ao estado fundamental) em fungdo do comprimento de onda

(LAKOVICZ, 2006). Um espectro de absorcdo e de emissdo tipicos para corantes sdo

mostrados na Figura 2 .
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Figura 2. Espectros de absorcdo e emissdo de corantes organicos. Em A, absor¢do normalizada de diferentes
corantes Alexa Fluor (418, 514, 532, 555, 546, 568, 594, 610, respectivamente). Em B, emissdo normalizada de

Alexa Fluor 488 (1), Ficoeritrina R (2), Alexa Fluor 610 (3), Alexa Fluor 647 (4) e Alexa Fluor 680 (5)
(InvitrogenCorp).



Em uma molécula, cada nivel eletronico de energia é composto por varios niveis de
energia vibracional, Figura 1. Assim, quando uma molécula absorve luz, o elétron é
geralmente promovido para um nivel eletrénico e vibracional mais excitado (pois ha uma
mudanca de conformacdo dessa molécula). Depois decai para um nivel vibracional menos
excitado sem emitir luz (a molécula volta a sua conformacgao original) e dai finalmente os
elétrons vao para o nivel eletrénico fundamental, emitindo entdo a fluorescéncia Vale

lembrar que sé ha emissao de luz quando as transicdes sdo entre niveis eletronicos.

Analisando a Figura 1, é possivel notar que o espectro de emissao tem comprimentos
de onda tipicamente maiores que o do espectro de absor¢do. 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 eletrénicos e vibracionais mais excitados e
ai retornar ao seu estado fundamental. Isso explica porque se excita no azul os fluoréforos
gue emitem no verde e no verde os fluoréforos que emitem no vermelho. Como mostra a
Figura 2, existe um deslocamento entre os maximos do espectro de absor¢dao e emissao,

chamado de deslocamento Stokes (Stokes shift).

Outras caracteristicas que as sondas convencionais devem apresentar é uma elevada
emissdo e alta fotoestabilidade. A primeira esta relacionada ao rendimento quantico do
corante, que é a razdao de fétons de luz emitidos pela quantidade de fotons absorvidos
(LAKOWICZ, 2006). Esse é o parametro que define o qudo fluorescente é a molécula. O
segundo relaciona-se ao tempo em que a emissdo persiste enquanto a molécula é excitada,
ou seja, a fotodegradacdo da fluorescéncia. Portanto, esses parametros definem a
sensibilidade e o tempo de deteccdo, respectivamente, fundamentais em estudos bioldgicos

baseados em fluorescéncia.

Além dos aspectos fisicos, questdes relacionadas a interacdo dos marcadores
fluorescentes com as amostras sao fundamentais no uso dessas moléculas. Elas devem
interferir minimamente com o fendmeno estudado. Esse é o caso das proteinas
fluorescentes, que apesar de serem relativamente grandes e estarem acopladas as
proteinas de interesse, ndo interferem na funcdo original dessa molécula-alvo (NIENHAUS,
2008). Outra questdo é a liberacdo de produtos derivados da decomposicdo do corante
guando esses sdo excitados. Quando os corantes fotodegradam, podem produzir oxigénio

singleto e outros radicais livres, toxicos para o sistema biolégico (SALICE et al., 2010). Como



consequéncia, a possibilidade de dano associado ao uso dessas moléculas deve ser levada

em consideracdo na escolha do marcador e/ou sistema bioldgico utilizado.

2.3 Quantum Dots em Biologia

Existem disponiveis comercialmente varios tipos de corantes fluorescentes para os
mais diferentes propdsitos. Entretanto, raramente algum apresenta todas as caracteristicas
fisicas e quimicas desejaveis, simultaneamente. Como resultado, hd 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 sao geralmente formados de materiais binarios (dois elementos) de dtomos dos
grupos |IB e VIA da tabela periddica, podendo também ser compostos de mais de dois
elementos e de 4tomos de outras familias quimicas. Suas vantagens em biologia advém das
caracteristicas que materiais semicondutores apresentam quando seu tamanho é reduzido a
ordem de nanémetros, e entdo suas propriedades espectroscépicas superam aquelas
apresentadas pelos corantes convencionais. A principal diferenca para as sondas
tradicionais é que, no caso dos QDs, as propriedades ndo sdo determinadas apenas pela
composi¢ao quimica, mas também pelo tamanho das nanoparticulas (MEDINTZ, 2005 et al.;

MICHALET et al., 2005), como mostra a Figura 3.
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Figura 3. Dependéncia da emissdao dos QDs com o tamanho. Em A, acima: microscopias eletrénicas de
transmissdo dos QDs mostrados na figura de baixo. A cor de emissdo é caracteristica do tamanho dos QDs,
nesse caso de CdSe. Em B, comprimento de onda de emissdao em fun¢do do tamanho para diferentes QDs. No
detalhe, espectros de emissdo de diferentes QDs - Figura 3A: http://freshscience.org.au/wp-
content/uploads/QDs-Microscopy-smaller.jpg. Em 3B, adaptado de MICHALET et. al., 2005.
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Entre as caracteristicas que os tornam interessantes como sondas fluorescentes
estdo (1) o largo espectro de absorcdo, permitindo que varios tipos de QDs sejam excitados
simultaneamente utilizando apenas um comprimento de onda, (2) seu estreito espectro de
emissdo, facilitando a separacdo (distincdo) do sinal de cada tipo de QD -
comparativamente aos corantes tradicionais (Figura 4 A e B). A Figura 4 C mostra que
nanoparticulas com diferentes emissdes podem ser detectadas simultaneamente na mesma
amostra quando uma Unica fonte de excitacdo é usada. Além do mais, (3) tém alto
rendimento quantico d fluorescéncia e (4) praticamente nao sofrem fotodegradacgao (Figura
4 D) - (MEDINTZ et al., 2005). Essas caracteristicas tornam os QDs, ao menos do ponto de
vista espectroscépico, sondas fluorescentes superiores aos corantes convencionalmente

utilizados.

A FITC B CdSe Quantum Dot

A
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Figura 4. Caracteristicas espectroscdpicas dos QDs para detecgdo bioldgica. Em A, espectros de absorgdo (azul)
e emissdo (verde) do corante fluoresceina. Em B, espectros de absor¢do (azul) e emissdo (verde) de QDs de
CdSe. No detalhe dessas figuras, uma comparacdo de tamanho entre ambos fluoréforos. Em C, detecgdo de 5
alvos distintos em células por QDs excitados em um Unico comprimento de onda. Em D, comparagdo entre a
fotoestabilidade de QDs (vermelhos) e o corante alexa Fluor (verde) (MEDINTZ et. al., 2005).

2.4 Superficie dos Quantum Dots — Passivagao e Funcionaliza¢ao

Em condic¢des ideais, quando QDs sdo excitados (geralmente por luz), um elétron da
banda de valéncia (BV) recebe energia para migrar para a banda de conducgdo (BC) dentro da
estrutura do cristal (Figura 5 A). Quando esse elétron retorna ao seu estado inicial, ele

emite um féton cuja energia e comprimento de onda sejam proporcionais a diferenca de

11



energia entre as BV e BC (SMITH et al., 2004). Essa é a chamada recombinacdo radiativa, no
qual luz (fluorescéncia) é produzida. Essa diferenca de energia entre a BV e BC varia com o
tamanho do nanocristal. Por essa razao, é possivel variar seu comprimento de onda (cor) de

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

Condugao

L .. Estados de
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Y.

Valéncia

Figura 5. Transicdo eletronica em QDs. A figura A mostra que os elétrons formados pela excitagdo podem
decair por transi¢des nao radiativas pelos defeitos (setas coloridas) entre as bandas de condugdo e valéncia
dos cristais. Em B, a passivagdo (ver texto) confina a emissdo ao carogo dos QDs — MANSUR et al., 2010.

Por serem cristais nanométricos, uma fracdo significativa de seus atomos estd
localizada na superficie. Consequentemente, muitos desses atomos tém ligagcdes quimicas
ndo compartilhadas, chamadas de “defeitos” do cristal (SANTOS et al., 2008). Como
resultado, os elétrons podem decair para a BV de forma nao radiativa pelos seus estados de
superficie (Figura 5 A), diminuindo a eficiéncia de emissdo dos QDs. Para formar as ligacoes
nao compartilhadas desses atomos, comumente recobre-se os cristais (core) com outro
semicondutor de energia maior (shell) para completar as ligacdes ndo compartilhadas no
core, etapa conhecida como passivacao. Os nanocristais resultantes sdo entdo chamados de

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

Como estruturas inorganicas podem se ligar a um alvo bioldgico para serem usados
como sonda fluorescente em Biologia? Ao final das etapas sintéticas, os QDs apresentam
grupamentos quimicos de superficie (funcionalizante), resultantes de sua preparacdo. Esses
grupos podem ser usados para ligacao posterior a moléculas de direcionamento biolégico,
formando QDs conjugados (MEDINTZ, 2005; SANTQS, 2008). A ligacdo a biomoléculas pode
ser mediada por carga, interaces hidrofilicas/hidrofdbicas, pontes de hidrogénio, entre
outras ligacBes fracas e até mesmo por ligacbes covalentes. O conjugado resultante deve
aliar tanto as caracteristicas espectroscépicas dos QDs quanto as bioldgicas do ligante
(MEDINTZ, 2005), permitindo a deteccdo 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-proteina (Figura 6 B).
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Figura 6. Estrutura fisica dos QDs. Em A, diferentes moléculas funcionalizantes, com estruturas lineares e
tridimensionais. AMA (acido mercaptoacético); AMP (acido mercaptopropiénico); AMU (acido
mercaptoundecandico); AMS (acido mercaptosuccinico), DHLA (acido dihidrolipdico), BSTPP (trifenilfosfina bis-
sulfonatada); mPEGs-SH e mPEG,;5-SH, PEG-metdxi de diferentes pesos moleculares e o peptideo 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 Obtengao dos Quantum Dots — Sintese

QDs podem ser sintetizados basicamente por duas abordagens: (1) top-down (onde
parte-se de um material macroscdpico para chegar a um material nanométrico) ou bottom-
up (onde se parte de dtomos para se formar uma nanoparticula). A abordagem top-down é
mais comum para QDs que sdo utilizados na telecomunicagdo e em dispositivos
optoeletronicos. Ja a abordagem bottom-up, baseada em quimica coloidal, é utilizada para
se produzir QDs utilizados em Ciéncias da Vida, pois permite o controle de parametros

fisico-quimicos, como biocompatibilidade (SANTOS et. al., 2008).

Dentre as vérias rotas de sinteses, a mais utilizada é denominada organometilica. E
baseada principalmente no controle do crescimento das nanoparticulas via decomposi¢ao
dos precursores (compostos organicos ligados a um metal) em temperaturas de
aproximadamente 300°C, por um elevado periodo de tempo. As sinteses usando solventes
organometdlicos tém sido amplamente exploradas, principalmente com o solvente dxido de
trioctilfosfina (TOPO) e o estabilizante trioctilfosfina (TOP) (HINES & GUYOT-SIONNEST,
1996).

Os principais fatores de sintese que influenciam as caracteristicas das nanoparticulas
formadas sdo: pH, temperatura, tempo, concentracao dos precursores e ligantes utilizados.

Por exemplo, a carga resultante da particula pode ser controlada pelo pH do meio ou
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modificacdo 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 particulas em suspensao, evitando-se a
formacdo de precipitados, j3 que se tratam de nanocristais coloidais. Na maioria das
sinteses, o ligante atua também como agente funcionalizante — grupamento quimico

utilizado para posterior conjuga¢ao a biomoléculas.

QDs surgiram para tentar superar os aspectos limitantes relacionados ao uso de
corantes convencionais. No entanto, sua aplicagdo em larga escala estava limitada pelas
dificuldades de se obter nanocristais hidrofilicos. De fato, antes de serem largamente
usados como marcadores, QDs devem ter trés propriedades nas condi¢Bes bioldgicas:

luminescéncia eficiente, estabilidade coloidal e baixa adsorcdo nao especifica.

Para tornar QDs organometalicos hidrofilicos, modificacdes de superficie podem ser
obtidas de vdrias formas (MEDINTZ et. al.,, 2005 e HEZINGER et. al., 2008). Dentre as
diferentes técnicas desenvolvidas para modificacdes de superficie em QDs, as quatro mais
descritas na literatura sdo baseadas em: troca de ligantes de superficie, formacdo de
interface hidrofilica com moléculas anfifilicas, micelizacdo/encapsulamento em lipossomas e

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

i,
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molécula
. 9,anfifilica

'

\ f. Cobertura de fosfolipieos
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“adns
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Figura 7. Representacdo das quatro modificagdes quimicas utilizadas para tornar os QDs redispersaveis em
agua. Da esquerda para a direita, técnica do trocador de ligante, interagdes hidrofdbicas, silanizacdo e
encapsulacdo em micelas ou lipossomas — SANTOS et al., 2008.
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A primeira abordagem substitui completamente os ligantes de superficie
remanescentes da sintese (por exemplo, o TOPO). A segunda abordagem cobre os ligantes
presentes nos QDs com polimeros anfifilicos apropriados. Ambas as abordagens tém suas
vantagens e desvantagens. Substituir o ligante hidrofébico original por moléculas anfifilicas
resulta numa particula com diametro pequeno, um pouco maior que o core do QD.
Entretanto, a troca do ligante de superficie freqlientemente resulta em uma baixa eficiéncia
da luminescéncia e altera fortemente sua estabilidade fisico-quimica e fotofisica em
condigdes bioldgicas (MEDINTZ et. al., 2005 e HEZINGER et. al., 2008). A recobertura por
ligantes anfifilicos produz particulas comparativamente maiores, dificultando muitas das
aplicagbes como sondas biolégicas. No entanto, essas particulas maiores tém uma boa
estabilidade quimica e boa protecdo contra agregacdo, além de preservar as propriedades
fotofisicas do nanocristal. Essa cobertura também protege os QDs contra degradacdo em

condicOes bioldgicas (MEDINTZ et. al., 2005; HEZINGER et. al., 2008; SANTOS et. al., 2008).

Encapsular QDs com materiais como macromoléculas anfifilicas (tais como certos
polimeros, em micelas ou lipossomas - terceira abordagem para dispersa-los em dagua)
geralmente preserva sua emissdo, mas adiciona uma camada extra de material,
aumentando o tamanho efetivo da particula resultante (HEZINGER et. al., 2008; SANTOS et.
al., 2008). Para imagens in vivo, nanocristais maiores podem ter acessibilidade diminuida
aos sistemas desejados. Por fim, outra abordagem é a silanizacao de particulas contendo
moléculas de superficie como os grupamentos -NH, (amina) e -SH (tiol). Uma camada de
silica é formada na superficie pela hidrélise induzida de grupos silanol (WOLCOTT et. al.,

2006).

A sintese feita diretamente em agua elimina a etapa de redispersao das
nanoparticulas, além de possibilitar que moléculas hidrofilicas atuem simultaneamente
como estabilizantes e agentes funcionalizantes. Sinteses recentes derivadas dos trabalhos
de Rogach produzem QDs de Telureto de Cadmio (CdTe) diretamente em dagua, utilizando
como estabilizantes moléculas contendo tiol (GAPONIK et al., 2002). Essa sintese apresenta
diferengas significativas em relacdo aquelas realizadas em ambientes altamente
hidrofébicos. E bastante simples, ndo necessitando ambientes especiais para sua realizacdo.
Os nanocristais sdo naturalmente hidrofilicos e muitas vezes a sintese, passivacao e

funcionalizagcdo ocorrem em uma Unica etapa.
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O diferencial das rotas que produzem QDs diretamente em agua reside no uso de
ligantes, pequenas moléculas capazes de controlar seu crescimento. As moléculas ligantes
(contendo enxofre em sua estrutura) da maioria dessas sinteses sdo 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 cddmio, os atomos de enxofre formam ligacdes
covalentes com os de Cd** da superficie do cristal e a camada de passivagao resultante
nesse caso é CdS (resultado da deposicdo de enxofre sobre os atomos de cadmio da

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

2.6 Questoes Bioldgicas do Uso de Quantum Dots

Apesar de QDs hidrofilicos conferirem uma abordagem bastante atrativa nas
primeiras aplicagdes em sistemas bioldgicos, ao decorrer dos anos se percebeu a existéncia
de algumas questdes limitantes para seu uso, listadas resumidamente na Tabela 1. Por
serem sondas significativamente maiores que os corantes tradicionais, ha um impedimento
em aplica¢des especificas, quando é requerido acesso a determinadas estruturas celulares
ou onde o espaco é limitado. Por exemplo, Howart e colaboradores (HOWARTH et. al.,
2005) demonstraram que, ao contrdrio do corante Alexa, os QDs eram incapazes de se ligar
a receptores glutamatérgicos em fendas sinapticas. Essa é a prova de que o tamanho limita
o acesso. O mesmo deve valer para outras estruturas bioldgicas, como a travessia da

barreira hematoencefalica (THORNE & NICHOLSON, 2006).

Tabela 1. Limitagdes no uso de Quantum Dots em Biologia.

Alternativa

Modificagdo de propriedades Perda considerdvel de Desenvolvimento de métodos
ap6s modificagdes quimicas luminescéncia que modifiquem
minimamente suas
propriedades

Metodologias mais eficientes
de dispersdo em agua

QDs significativamente
maiores

Dispersdo em agua e/ou
(bio)conjugagdo
Sintese aquosa de QDs mais
luminescentes

Nanoparticulas mais instaveis
apos substituicdo de moléculas
de superficie

Estabilidade fisico-quimica

Recobrimento de superficie
por polimeros. QDs com
menor carga efetiva

Tendéncia a ligar ndo
especificamente. Mascara
ligagGes direcionadas e pode
interferir com o alvo ndo
especificamente ligado

Ligagdo ndo especifica

Redugdo da liberagdo de seus
constituintes elementares.

Reportada a toxicidade de
diversos tipos de QDs por

Toxicidade (curto e longo
prazo)

Entrega intracelular — Estudo
de eventos no interior das
células

diversos mecanismos

Dificuldade de desenvolver um
método eficaz para direcionar
QDs a estruturas intracelulares
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A medida mais trabalhos com QDs eram publicados, outras questdes biologicamente
importantes apareceram. Provavelmente a mais desafiadora era a satisfatéria conjugacao
com moléculas de reconhecimento especifico (MEDINTZ et. al, 2005 E SANTOS et. al, 2008).
Além disso, a manutencdo das propriedades dpticas, estabilidade fisico-quimica, ligacdo
inespecifica, efeitos toxicos e direcionamento intracelular sdo questdes criticas no uso

bioldgico dos QDs.

Ainda que nas primeiras aplicagdes, a simples ligacdo com estruturas bioldgicas,
geralmente células, tenha sido explorada para marcacdo, essa propriedade tem se tornado
indesejavel algumas vezes, limitando a eficiéncia de marcagdo ao alvo especifico (BUJU,
2010a). Jaiswal et. al reportaram a internalizagdo de QDs de CdSe/ZnS recobertos com 4cido
dihidrolipdico (DHLA), uma molécula hidrossoluvel e (relativamente) pequena, para
internalizacdo em células de mamifero e protozoario (JAISWAL et. al, 2003). Eles foram um
dos primeiros a demonstrar que a internalizacdo celular de QDs era mediada por

endocitose.

Enquanto a interagao inespecifica era intensamente investigada na tentativa de
esclarecer os mais diversos fendmenos biolégicos (BIJU et al., 2010a; FARIAS et al., 2006),
poucos estudos reportavam, inicialmente, marcacbes bioldgicas especificas. Essa
caracteristica deveu-se principalmente as dificuldades em conjugar os QDs a moléculas de
reconhecimento especifico, mantendo as propriedades iniciais das nanoparticulas, e de
caracterizar a conjugacao. A primeira descricao de conjugacado de QDs para detecgdo de um
alvo bioldgico foi descrita por Wu et. al. (WU et al.,, 2003). Esses autores mostraram a
capacidade de QDs em detectar diferentes marcadores de cancer, especialmente um dos
receptores do crescimento epiderméide humano (Her2) em células e tecidos tumorais
(Figura 8 A). Essa foi, provavelmente, a primeira vez que usaram QDs para a identificacao de

um alvo especifico.

Figura 8. Em A, QDs (vermelhos) ligam especificamente receptores Her2 em tecido mamario. Em B, QDs
(vermelhos) ligam os receptores EGF (verde) em células tumorais. Em C, visualizagdo de tumores in vivo. Em A,
WU et. at., 2003. Em B, LIDKE et. al., 2004. Em C, GAO et al., 2004.
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Também com marcacgado 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 possivel visualizar pela primeira vez o trafego
desses receptores em células vivas. A partir de entdo, assim como para a sintese dessas
nanoparticulas, inumeros trabalhos reportaram varias metodologias de conjugacdo de QDs
para os mais diferentes propdsitos. Biju et al. resume algumas das aplicagées de QDs
conjugados para aplicacdo no direcionamento especifico (BIJU et al., 2010b). S6 depois
dessas modificagdes quimicas, eles eram capazes de tragar especificamente um alvo

biolégico num sistema vivo, aproveitando todo o seu potencial como sonda biolégica.

QDs sdao sondas potencialmente eficientes para imagens in vivo. Em experimentos
como esses, é possivel enxergar a fluorescéncia dos nanocristais por longos periodos de
tempo sem a necessidade de cirurgia para exposicdo do d6rgao-alvo ou mesmo sacrificar o
animal. Gao et. al. (GAO et al.,, 2004) ligaram os QDs especificamente a receptores
especificos em células de cancer de préstata e puderam visualizar o destino celular final in
vivo (Figura 8 C). Desde entdo, outras aplicagbes in vivo tém sido reportadas, como a

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

Outro ponto biologicamente interessante é que, por se tratarem de nanocristais
solidos e compostos de atomos de elevado nimero atomico (Cadmio, Selénio, Tellrio, etc.),
os QDs sdao também eletrodensos. Isso significa que eles podem ser visualizados em
microscopia eletrénica de transmissdao (GIEPMANS et al., 2005). Essa caracteristica é
extremamente vantajosa, considerando que além de fornecerem imagens de fluorescéncia
da amostra estudada, QDs permitem a visualizacdo da localizagdo ultraestrutural nessas

amostras.

2.7 Ligacgao inespecifica

Uma vez conjugados a moléculas de reconhecimento especifico, os QDs deveriam se
ligar apenas a seus alvos. Entretanto, isso nem sempre acontece. A ligacdo ndo desejada
entre a sonda e o material é chamada de interacao ou ligacdo ndo especifica, geralmente
mediada por interacdes hidrofdbicas e/ou eletrostaticas entre as moléculas de cobertura
das particulas com biomoléculas em suspensdo ou na superficie de ancoramento,

geralmente as membranas bioldgicas (BIJU et al., 2010a).
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A investigacdo da capacidade que QDs tém em se ligar ndo especificamente as
estruturas bioldgicas é muito importante, por se tratar de uma propriedade critica em
anadlises de marcacdo especifica e de possiveis efeitos adversos sobre os sistemas
estudados. Interacdes ndo especificas podem ocorrer tanto com moléculas em suspensao
(proteinas plasmaticas, por exemplo) quanto em superficies, como no caso das membranas
celulares. Ela é dependente de fatores como grupamentos quimicos de superficie, carga da
particula, tipo celular, pH, meio de cultura, concentracdo, entre outros (BIJU et al., 2010a). A
ligacdo inespecifica de fato pode ser usada para conjugar moléculas aos QDs (SHI et al.,
2009), ou investigar as diferencas entre a capacidade que células sadias e tumorais tém em
captura-los (FARIAS et al., 2006), mas geralmente esta associada a um desempenho muitas

vezes desvantajoso como sonda fluorescente.

Nabiev et al. (NABIEV et al., 2007) reportaram que a localiza¢do intracelular de QDs
ndo conjugados era dependente do tamanho. Enquanto QDs maiores (vermelhos) ficavam
retidos no citoplasma, QDs menores (verdes) conseguiam ter acesso ao nucleo de
mondcitos (Figura 9 A). Ja no nucleo, QDs ligavam-se fortemente as proteinas histonas. O
tamanho ndo é importante apenas para a localizacdo num tipo especifico de célula, mas
entre diferentes linhagens celulares. QDs de diferentes tamanhos tiveram acesso
diferenciado ao nucleo em células de linhagens distintas (WILLIAMS et al., 2009), mostrando
gue, embora sempre haja uma barreira a entrada de QDs nas células, sua distribuicao é
célula-dependente. A Figura 9 B mostra a razdo da fluorescéncia nuclear/citoplasmatica
para QDs de diferentes tamanhos.

A B
Diferenca nuclear/citoplasmatica

Sem QDs

Hep-2 THP-1

Intensidade relativa de fluorescéncia
o
8

Diametro dos QDs (nm)

Figura 9. Internalizacdo de QDs em células monociticas resulta em localizacdo tamanho-dependente. Em A,
QDs menores (verdes) tém acesso ao nucleo, enquanto os maiores (vermelhos) sdo retidos no citosol. Em B
razdo de localizagdo nuclear/citoplasmatica (valores positivos representam localizagdo nuclear e negativos,
citoplasmatica). No detalhe, a marcagao inespecifica 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 € um mecanismo presente em todas as células eucariotas no qual materiais
fluidos sdo 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 interagdo com
moléculas ou receptores de superficie celular (ZHANG, et al., 2009). De fato, endocitose é a
primeira possibilidade imaginada quando se trata de internalizagao de diversos materiais,
como QDs; ao contrario da simples permeacdo pela membrana e dispersdo por espacos

intracelulares.

Varias abordagens podem ser usadas para investigar a rota endocitica escolhida pela
célula para internalizacao do material, genericamente chamado de cargo. Uma delas inclui a
inibicdo seletiva de uma dessas rotas usando drogas especificas, dentre as quais estd a beta-
metilciclodextrina, que interfere com caveolina (principal proteina da rota cavéola-
dependente) por extracdo de colesterol de rafts de lipideos (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 sdo internalizados em queratindcitos humanos
principalmente via receptores acoplados a proteina-G (clatrina-dependente) e receptores de
lipoproteinas de baixa densidade. De fato, outras descricbes reportam endocitose de QDs
por rotas dependente de clatrina para outras linhagens celulares, mas com diferencas
significativa entre diferentes tipos celulares com origem em comum — diferencas para trés

linhagens prostaticas (BARUA & REGE, 2009).

E de se esperar que a ligacdo indiscriminada interfira com certos mecanismos
celulares, causando inibicdo ou ativacdo de determinados processos. De fato, tem sido
reportado que a ligacdo inespecifica interfere com o trafego normal de ligantes naturais
(TEKLE et. al, 2008) ou é capaz de modular a despolarizacdo de membrana em células
excitaveis (ARVIZO et. al, 2010). Portanto, fica clara a necessidade de entender e controlar a

habilidade de QDs (e outras particulas) de se ligarem a estruturas bioldgicas.
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Algumas abordagens sdo usadas para evitar, ou ao menos reduzir, a tendéncia dos
QDs em se ligarem indiscriminadamente, sendo a maioria delas baseada no recobrimento
de superficie (HARRIS & CHESS, 2003 E VERMA & STELLACCI, 2010). A principal delas é o
recobrimento por polimeros inertes de cadeia longa, como o polietilenoglicol (BENTZEN et
al., 2005). Outras incluem ligagdo covalentemente com moléculas que reduzem a carga
efetiva de superficie, como a substituicdo de grupamento carboxila por hidroxila (KAIRDOLF
et. al., 2008) ou por moléculas zwiteridnicas (BREUS et al., 2009). Em geral as abordagens
usadas sdo tentativas de diminuir o efeito de carga entre a superficie das particulas e das
células ou entre as particulas e as moléculas em suspensdo ja que esse parece ser o principal

mecanismo de intera¢do nao direcionada entre QDs e biomoléculas.

O estudo da interacao inespecifica entre os materiais, de forma geral, e sistemas
bioldgicos, incluindo QDs e outros nanosistemas, é importante porque apds a conjugacao,
algumas particulas resultantes podem ainda ndo estar completamente recobertas com a
biomolécula. Consequentemente, QDs cuja superficie apresenta seus grupamentos originais
expostos podem interagir de maneira semelhante aos seus pares ndo conjugados. Esse tipo
de estudo é particularmente relevante para se entender como ocorre o processo de
interacdo e quais suas consequéncias, mas também relevante para ajudar a esclarecer os

fatores responsdveis pela correta conjugacao de biomoléculas a nanoparticulas.

2.8 Direcionamento (Intra)Celular

Para aproveitar todas as vantagens potenciais dos QDs em biologia é necessario,
além de suas propriedades dpticas, que eles estejam dispersos como particulas individuais
(ao contrario de aglomerados), que ndo sejam téxicos e que se liguem de forma especifica.
Preenchendo esses requisitos, é possivel extrair o maximo dessas nanoparticulas como
sondas fluorescentes para o estudo dos mais diversos eventos bioldgicos, 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 investigacdo de algum
fendbmeno especifico, como o trafego de moléculas em células ou movimento celular in vivo,
o faz apds a ligacdo dos QDs a um alvo extracelular (GAO et al., 2004). Se as nanoparticulas

conjugadas sdo capazes de se ligarem a um alvo extracelular, entdo a interacdo com essa
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molécula se da simplesmente pela incubacdo das células com os QDs. Por outro lado, o
estudo de eventos intracelulares, que necessita de particulas livres no interior das células
(ao contrdrio daquelas que foram internalizadas e estdo confinadas em vesiculas
endociticas) ndo é tdo trivial. Como consequéncia, sua ligacdo a um alvo intracelular
corresponde a um dos maiores desafios no campo de aplicagdo bioldgica dessas

nanoparticulas.

Algumas metodologias tém sido descritas para a entrega intracelular de QDs, umas
para ligacdao especifica de algum alvo intracelular, outras ndo. Abaixo, uma tabela dos

principais métodos descritos.

Tabela 2. Métodos de internalizagdo de QDs.

Eletroporagiao Formagdo de poros na Altamente eficiente Efeitos toxicos
membrana das células apds significativamente alto
aplicagdo de pulso(s)
elétrico(s)
Microinjegdo Injecdo de materiais
diretamente na célula por
micropipetas

Quantidades precisas podem
ser veiculadas. O
direcionamento intracelular
pode ser controlado

Tediosa, com injegdo em um
nimero muito reduzido de
células

O material é veiculado
diretamente no citoplasma da
célula

Peptideos de translocagdo Se baseia na capacidade de
determinados peptideos
atravessarem a membrana
por mecanismos que

independem de endocitose

Especificidade intracelular
minima ou nula

Sistemas de Transfec¢do

Lise osmética de
endossomos

Efeito esponja de prétons

Lipossomas

Baseada na internalizagdo do
complexo nanoparticula-
veiculo (geralmente vesicula
lipidica ou dendrimero)
positivamente carregado e
escape lisossomal

Liberagdo do material
endocitado ap6s choque
osmético

Liberagdo do material
endocitado apds rompimento
lisossomal pelo uso de
moléculas osmoticamente
ativas (polietilenoimina, ex.)
Entrega de materiais
encapsulados ou adsorvidos
em vesiculas lipidicas
(lipossomas)

Simplicidade na formagdo do
complexo. Usado para
veicular o material em toda a
populagdo celular

Simples, reprodutivel e
eficiente

Reportado como eficiente na
capacidade de liberar o
material para o citosol e

promover transfecgdo

Controle dos mecanismos de
interagdo com o alvo

Por dependerem geralmente
de veiculos positivamente
carregados, esta associado a
interagdo com materiais de
carga negativa. Precisa sofrer
escape lisossomal, o que
limita sua eficiéncia
Dependente de
internalizagdo. Possivel
alteragdo do estado
fisiolégico celular por chogue
osmoético
Lise vesicular exp&e a célula
ao conteudo lisossomal,
podendo causar efeitos
toxicos

Geralmente associada a
liberagdo endossomal do
material
encapsulado/adsorvido

Como a membrana plasmatica constitui uma barreira a ser transposta em direcao a
entrega de (nano)materiais, deve ser ébvio imaginar um meio de perturbd-la a fim de
entregd-los. Derfus et al. (DERFUS et al.,, 2004) demonstraram que a eletroporacdo é um
método eficiente na entrega de QDs em células vivas, entretanto, elas eram veiculadas
como agregados, ao invés de particulas 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 auxilio de micropipeta. Dubertret et. al. (DUBERTRET et al.,
2002) estudaram o desenvolvimento embrionario em Xenopus sp. apés microinjegao de QDs
em uma das células do embrido e seu desenvolvimento em estruturas teciduais derivadas
dessa célula microinjetada (Figura 10 B). Entretanto a microinjecdo restringe-se a
manipulagdo de poucas células, por se tratar de uma técnica serial (uma por vez), trabalhosa

e que requer uma alta qualificagdao do operador.

Figura 10. Aplica¢des para o direcionamento intracelular por diferentes metodologias. Em A, mostra que QDs
de diferentes tamanhos no interior de células HelLa. Em B, fluorescéncia de uma Unica célual em embrido de
Xenopus. C mostra a localizagdo mitocondrial de QDs. Em D, a expressdo da proteina fluorescente verde (em
verde) 11 h apds entrega intracelular, quando seu gene é veiculado por plasmideo 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 peptideos
de translocacao (PTs), especificos para um compartimento celular. A primeira descricdo de
sistemas QDs-PTs foi provavelmente a de Hoshino et. al. (HOSHINO et. al., 2004), dirigindo
nanoparticulas para mitocondrias (Figura 10 C). Outros PTs também foram descritos como
responsaveis pela entrada celular dos QDs, processo que independe da internalizacdo das
nanoparticulas (LIU et al., 2011). O direcionamento por PTs necessariamente exige a
cobertura de superficie do material a ser veiculado. Isso dificultaria (ou mesmo impediria)
que os QDs fossem também conjugados a moléculas de reconhecimento especifico para
uma molécula intracelular. Essa é a razao de ser considerada uma abordagem relativamente

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

QDs podem ser internalizados por interacdo com sistemas lipoplex. Esses sistemas
sao feitos de particulas lipidicas carregadas positivamente (geralmente lipossomas) para
ligar eletrostaticamente a cargos (materiais) negativos, como oligonucleotideos, no qual a
carga final do complexo ainda é positiva, facilitando a ligacdo a superficie negativa de
células e entrega intracelular do cargo apds escape endossomal. Srinivasan et. al.
(SRINIVASAN et al., 2006) monitoraram a expressdo da proteina fluorescente verde (GFP)

em tempo real apds entrega de QDs ligados ao plasmideo que a codifica em sistema lipoplex
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(Figura 10 D) via lipossomas cationicos. Entretanto, a entrega celular mediada por sistemas
lipoplex é dependente de endocitose (varidvel entre os diferentes tipos celulares) e esta
limitada a interacdo de materiais negativamente carregados apenas com um carreador

cationico.

Uma das primeiras descricdes do estudo de um alvo intracelular foi reportada por
Nelson et. al., que estudaram o trafego de vesiculas endociticas intermediado por miosina
em células vivas. As figuras 11 A e 11 B mostram que, apds endocitose, QDs (verdes) co-
localizavam em vesiculas endociticas com dextran fluorescente (vermelho). O complexo QD-
miosina é liberado do interior das vesiculas endociticas apds lise osmodtica, e sua
fluorescéncia ndao 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 condi¢Ges de hipotonicidade, o que tem um grande potencial de acarretar

danos as células.

-
Figura 11. Estudo de proteinas 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 polimeros osmoticamente ativos (em C) causa um efeito tipo “bomba de prétons”, rompendo os

lisossomas e liberando o material endocitado diretamente no citosol (em D). Em A e B, NELSON et al., 2009.
Em Ce D, YEZHELYEV et al., 2008.

Um mecanismo um pouco diferente foi descrito para silenciamento génico
(YEZHELYEV et al., 2008). Polimeros aminados osmoticamente ativos sdo capazes de
provocar elevado influxo de agua para os lisossomas, e entdo rompé-los, um efeito
conhecido como “bomba de prétons”. QDs contendo RNAs de interferéncia foram
endocitados em conjunto com um polimero dessa natureza (Figura 11 C) e posteriormente
liberados no citosol (Figura 11 D), sendo capazes de reduzir significativamente a expressdo
de ciclofilina B em células de cancer de mama. Essa abordagem também é dependente de

internalizacado e lise de lisossomos.
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O desenvolvimento de um veiculo seguro, simples, capaz de levar compostos para
dentro de células vivas de forma eficiente, e universal (independente do tipo celular)
superaria todas as questdes associadas a entrega pelos métodos descritos. Enquanto alguns
lesam a membrana (eletroporacdo), outros sdo caros e trabalhosos (microinjecdo) ou
“ocupam” a superficie das particulas com os PTs (impedindo que outras moléculas sejam
conjugadas). Além do mais, grande parte dos métodos quimicos (veiculos de entrega) estd
ligada a endocitose e liberacado citosélica, reduzindo a efetividade de entrega e esta sujeita a
variabilidades entre os diferentes tipos celulares, como no sistema “lipoplex” — carreador
catidnico 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 composicoes) para a entrega celular de QDs, j& que essas
nanoparticulas sdo capazer de carrear drogas, peptideos e outras classes de moléculas para

células.

2.9 Lipossomas — Fundamentos

Desde sua descoberta por Banghan (BANGHAN, 1965), na década de 60, lipossomas
tém se tornado ferramenta de estudo em varias dreas. Lipossomas sdo vesiculas formadas
por bicamadas de fosfolipideos que se arranjam espontaneamente em dgua formando um
compartimento aquoso fechado, separado de outro compartimento aquoso (o meio
externo), por uma ou mais dessas bicamadas (VALENZUELA, 2007). Esse arranjo é
espontaneo e os lipossomas sdo capazes de aprisionar o contelddo da solucdo durante sua

formacao. Essa propriedade é de extrema importancia em inumeras aplicagdes.

Por serem andlogos as membranas naturais, constituem uma ferramenta muito
interessante para o estudo de fungdes bioldgicas bdasicas controladas por membrana
(JESORKA & ORWAR, 2008), como o transporte de ions (GIRARD et al., 2004) e efeito de
substancias, como toxinas, sobre a membrana (SANCHEZ et al., 2002), etc. A Figura 12 A—-D
ilustra os processos basicos do arranjo de bicamadas para formacdo de lipossomas. As
moléculas de fosfolipideos (12 A) se arranjam em solucdo aquosa interagindo suas caudas
apolares opostamente entre si (12 B), expondo ao meio a sua cabeca polar. Como resultado,
uma bicamada é formada (12 C). Entretanto, uma bicamada plana ainda tem uma porgao

hidrofébica exposta ao meio nas extremidades. Essa é a razdo de formarem vesiculas em

25



solugdo (12 D) (JESORKA & ORWAR, 2008; VALENZUELA, 2007). A interacdo entre as
moléculas de lipideo na membrana (que também dependem da composicdo e tipo de
lipideo), geralmente mediada por insaturagdes na cadeia apolar, ditam suas propriedades
fisicas fundamentais — elasticidade (capacidade que a membrana tem em deformar) e
estado de fluidez da membrana (relacionada a viscosidade da membrana) (JESORKA &
ORWAR, 2008), por exemplo. Nos lipossomas da figura abaixo, os fosfolipideos tém uma

instauracdo em uma de suas cadeiras acil (Figura 12 B).
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Figura 12. Esquema de formagdo de lipossomas. Em A, fosfolipideos, moléculas anfifilicas com uma cabega
polar (azul) e duas caudas hidrofébicas (amarelo). Em B, a interagdo entre as cadeias apolares de fosfolipideos,
formando bicamadas (b). Essa bicamada se rearranja em solugdo para ndo expor a regido hidrofdbica,
formando uma vesicula, como mostra a figura C. [1. material lipossoluvel, 2. material hidrossoltvel, 3. meio
extravesicular e 4. material ligado/ancorado a membrana]. A figura D mostra possiveis interacdes entre
lipossomas e compostos carreados.;JESORKA & ORWAR, 2008.

O fechamento dessa bicamada para formar os lipossomas cria dois ambientes com
solubilidades distintas — um hidrofébico (Figura 12 D, numero 1), capaz de conter moléculas
lipossoluveis, e um aquoso interno (numero 2), que pode encapsular materiais
hidrossoluveis, além do préprio meio no qual as vesiculas formadas estdo dispersas (nUmero
3). Outra possibilidade de carreamento é ligar moléculas na superficie da bicamada lipidica

(ndmero 4).

Os lipideos de membrana sdao moléculas anfipaticas; polares em uma de suas
extremidades e apolares na outra. As interacdes hidrofdbicas entre elas e a interacdo
hidrofilica com a dgua fazem com que se arranjem em bicamadas (NELSON & COX, 2004). A
maioria desses lipideos sdo glicerofosfolipideos, no qual duas moléculas de acido graxo
estdo ligadas nos carbonos um e dois em uma molécula de glicerol por ligacdes tipo éster, e

uma molécula polar carregada estd ligada no terceiro carbono do glicerol (Figura 13 A)
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(NELSON & COX, 2004). As cadeias de acido graxo podem ser iguais ou diferentes no mesmo
fosfolipideo, 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.
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Figura 13. Estrutura dos fosfolipideos. Em A, uma molécula de um glicerofosfolipideo com uma cadeia
saturada (acido palmitico) e outra insaturada (4cido oleico). O grupamento X representa uma molécula polar,
que vai conferir carater hidrofilico ao fosfolipideo. Em B, moléculas de X encontrada nos fosfolipideos (NELSON
& COX, 2004).

Considerando que a cabeca polar do fosfolipideo da Figura 13 A fosse um
grupamento colina, por exemplo, entdo a molécula resultante seria uma palmitoil-oleil
fostatidilcolina (do inglés POPC). Seguindo esse raciocinio, outros fosfolipideos “comuns”
sdao POPC, DOPC, DOPE, DSPE, onde “S” corresponde ao acido estearico e “E” a etanolamina.
Além disso, lipideos modificados também sdo bastante utilizados. Fosfolipideos
positivamente carregado como o DOTAP (1,2-dioleoil-3-trimetilamoénio-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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estdo disponiveis comercialmente. A presenca de lipideos modificados confere aos
lipossomas novas propriedades, como ser fluorescente, eletricamente carregado, sensivel as

variacOes de pH ou temperatura ou capaz de se ligar um alvo de maneira especifica.

Além do mais, os proprios lipideos mais comuns (Figura 13 B) podem alterar
significativamente as propriedades dos lipossomas através do tamanho da cadeia e do
numero de insaturagdes, pois estas caracteristicas determinam o estado de fluidez da
membrana a uma determinada temperatura. Outra forma de mudar caracteristicas do
lipossoma, como a fluidez, é a presenca de determinadas moléculas, como o colesterol
(VEATCH & KELLER, 2002). Outro fator importante é a geometria da molécula — razdo da
area ocupada pela cadeia apolar e cabeca polar, podendo formar moléculas cilindricas,
cOnicas, etc (Figura 14). Os lipideos se arranjam diferentemente na bicamada a depender
dessa geometria (CHESNOY et. al, 2000) e a bicamada resultante tem propriedades fisicas
distintas a depender da quantidade (razdo molar) de seus lipideos constituintes. Lipideos PC
(fosfatidilcolina) sdo cilindricos, como mostra a Figura 14 B. Quando uma quantidade
significativa de lipideos como os da Figura 14 C esta presente, pode ocorrer a conversao da
fase lamelar (bicamadas de fosfolipideos) para estruturas de curvatura inversa. Esse é o caso
de lipideos auxiliares (helper lipids), como fosfatidiletanolamina, usado para desestabilizar a
membrana (WASUNGU & HOEKSTRA, 2006). A escolha dos componentes define as
propriedades bioldgicas dos lipossomas, como maior ligacdo a membranas celulares para os
positivamente carregados contendo 1,2-dioleoil-3-trimetilamonio-propano (DOTAP) ou
desestabilizacdo de membranas e liberacdo de materiais (DNA, por exemplo) apds

endocitose de vesiculas contendo lipideos etanolaminados (lipideos PE).

" /74
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Figura 14. Representa¢do esquematica da geometria de moléculas anfifilicas. Para lipideos com geometria tipo
cone (em A), estruturas com curvatura positiva, como micelas, sdo formadas. Para moléculas com morfologia
cilindrica (em B), bicamadas sdo formadas. Para morfologia como da figura C, fase estruturas com curvatura
inversa sdo formadas — WASUNGU & HOEKSTRA, 2006.
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Do ponto de vista morfoldgico, lipossomas podem ser divididos em vesiculas
pequenas unilamelares (SUVs), grandes unilamelares (LUVs), multilamelares (MLVs),
oligolamelares (OVV) e gigantes unilamelares (GUVs), das siglas em inglés (Figura 15). A
classificacdo em termos de tamanho varia na literatura, mas geralmente estd compreendida
entre 20 — 200 nm, 200 — 1000 nm e a partir de 10 um para SUVs, LUVs e GUVs,
respectivamente. O tamanho das vesiculas oligolamelares e multilamelares varia muito,
sendo essas geralmente classificadas em termos do numero de bicamadas ou lamelas

(TRESSET et. al., 2009).

o):-1c

owv MLV

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

2.10 Preparacao dos Lipossomas

Vdrias sdo as metodologias descritas para produzir lipossomas. As mais tradicionais
geralmente s3ao simples e envolvem a obtencdao de MLVs. Lipossomas sao comumente
obtidos por hidratacdo de filme lipidico, formado no fundo de um recipiente apds a
evaporacdo do solvente usado para dispersar os lipideos (WALDE & ICHIKAWA 2001). A
agitacdo vigorosa da solucdo de hidratacdo resulta em vesiculas com grande distribuicdo de
tamanho e lamelaridade. Vale ressaltar que o filme lipidico deve ser hidratado em
temperatura acima da temperatura de transicdo de fase (T,,) do lipideo com maior T,,. Caso
contrério, sua remocdo do fundo do tubo (e por consequéncia a formacdo de vesiculas) é
dificultada (SZOKA JR. & PAPAHADJOPQULOS, 1980). Além dessa, outras técnicas sdo usadas
para preparacdo de lipossomas com outras caracteristicas morfoldgicas, 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 encapsula-los. Considerando a formacdo de lipossomas apds
hidratacdo do filme lipidico, a encapsulacdo do composto depende das suas caracteristicas

de solubilidade. Se hidrofdbica, deve estar presente na solugdo organica a ser evaporada.
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Assim, a molécula fara parte do filme de lipideos. Se hidrofilico, deve estar presente na
solugdo de hidratagdo (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). Geralmente, moléculas
hidrofdbicas apresentam elevada capacidade de serem encapsuladas, enquanto que aquelas
hidrofilicas apresentam capacidade variavel, geralmente dependendo do seu tamanho ou

da concentragdo de lipideos usada (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULQS, 1980).

Como as MLVs produzidas sdo vesiculas muito grandes para determinadas
aplicagbes, como de entrega de drogas, foram desenvolvidas técnicas para reduc¢do de
tamanho e/ou nimero de lamelas. As principais sdo (1) extrusdo, no qual a suspensdo de
MLVs é forcada a passar por uma membrana com poros de tamanho definido e (2)
sonicacao, onde a agitacdo mecanica por ultrassom rompe as lamelas das MLVs, formando
vesiculas menores (WALDE & ICHIKAWA 2001). Como resultado, lipossomas menores e
geralmente unilamelares (ou oligolamelares) sdo formados. Os dois métodos formam
vesiculas com propriedades fisicas semelhantes (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULQS, 1980)
ainda que lipossomas produzidos por sonicagdao sejam menores; conseqlientemente, mais

instaveis.

Outras abordagens, como ciclos de congelamento-descongelamento (freeze and
thaw) sdo usadas para diminuir o tamanho das MLVs, formando vesiculas oligolamelares
consideravelmente menores e mais homogéneas (WALDE & ICHIKAWA 2001). A técnica
consiste em submeter os lipossomas a alguns ciclos de congelamento e descongelamento na
presenca do material a ser encapsulado. Adicionalmente, esse também é o método de
escolha para aumentar a eficiéncia de encapsulacao de substancias hidrosoltuveis (WALDE &
ICHIKAWA 2001). Apds a aplicacdo dos ciclos, as vesiculas apresentam uma menor
distribuicdo de tamanho, com vesiculas 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 numero de lamelas, quanto na eficiéncia

individual de encapsulagao dos lipossomas.

Apds descongelamento, as vesiculas sdo reformadas. Este Ultimo passo apresenta
dois pontos fundamentais: (1) no congelamento, as multiplas lamelas sdo quebradas e
obrigadas e se rearranjar, formando novas vesiculas (como consequéncia, o tamanho e

principalmente o nimero de lamelas diminui consideravelmente) e (2) quando congeladas,

30



as vesiculas sofrem ruptura e expéem seu interior ao meio, englobando-o apds
descongelamento (isso propicia alguns ciclos de exposicdo do interior vesicular ao meio e a
entrada dos materiais do meio nas vesiculas). O material do meio tende entdo a equilibrar
com o do interior dos lipossomas. Logo, os ciclos de congelamento-descongelamento
aumentam consideravelmente a eficiéncia de encapsulagdo, sobretudo de materiais
hidrofilicos (SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980), no qual a concentragdo interna tende
a ser igual a externa. Tipicamente, 5-8 ciclos sdo 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, estdo (1) a capacidade de carrear moléculas hidrofilicas em seu interior aquoso e
hidrofébicas embebidas em sua bicamada (JESORKA & ORWAR, 2008), (2) habilidade de
adsorver moléculas em sua superficie (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2007), (3) potencialidade
de aliar agentes terapéuticos e diagndsticos num Unico sistema (AL-JAMAL & KOSTARELOS,
2007), (4) potencialmente aplicaveis in vivo (DEISSLER et al., 2008) e (5) suas propriedades
podem ser ajustadas simplesmente pela escolha dos lipideos usados durante sua formacao
(JESORKA & ORWAR, 2008; SZOKA JR. & PAPAHADJOPOULOS, 1980). De fato, lipossomas
constituem os sistemas nanométricos mais usados na pratica clinica para carrear drogas

anti-fungicas, citotdxicas e entrega de genes (AL-JAMAL & KOSTARELOS, 2007).

O tipo de interacdo com os sistemas biolégicos é dependente do seu arranjo
molecular e estado fisico (fluido ou gel) e principalmente da sua capacidade de ligacao
mediada pela sua superficie. A Figura 16 (A1) ilustra diferentes recobrimentos de superficie
gue os lipossomas podem apresentar, que variam desde nenhum recobrimento, a ligacdao de

polimeros, anticorpos ou pequenos ligantes de superficie.

Devido ao recobrimento, lipossomas sdao capazes de entregar materiais em células
(ou tecidos) por diferentes rotas (Figura 16 B) (TORCHILIN, 2005). A maioria delas é
dependente de interacdo mediada pela superficie e posterior internalizagdo, como na Figura
16 (B1: a, b, c e em e), ainda que a simples liberacdo da droga nas vizinhancas da célula

possa ocorrer sem necessdria interacdo, como mostra a Figura 16 (B1 d). Os sistemas
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comerciais do tipo lipoplex, usados para transfeccdo e terapia génica, sdo uma categoria de
lipossomas (mas que também podem ser outras particulas, como dendrimeros) que contém
cargas positivas em sua superficie, o que aumenta a capacidade de interagir com a

superficie celular negativamente carregada (TORCHILIN, 2005).
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Figura 16. Relagdo entre fungdo dos lipossomas e recobrimento de superficie. Em Al, lipossomas sem
recobrimento, com anticorpos, polimeros, polimeros ligados a anticorpos e multifuncionais (carregados,
contendo oligonucleotideos, drogas e lipideos fluorescentes — em vermelho), nas letras de a — e. Em B1,
diferentes de entrega de materiais as células. Entrega mediada por ligacdo a superficie mediada por
ancoragem (a) ou ndo (b), por fusdo de membranas (c), liberagdo nas vizinhangas (d), troca de materiais com a
membrana (e), endocitose (f) e liberacdo lisossomal (g) - (adaptado de TORCHILIN, 2005).

2.12 Lipossomas Encapsulando Quantum Dots

Por serem altamente versateis e capazes de levar materiais hidrofilicos e
hidrofébicos as células, até mesmo ao seu interior, os lipossomas comecaram a ser usados
também para carrear QDs. Chen et. al. reportaram a encapsula¢dao de QDs e nanoparticulas
fluorescentes de silica (ambos hidrofilicos) em lipossomas (CHEN et al., 2006). No mesmo
ano, Gopalakrishnan et. al. descreveram a encapsulacdao de QDs hidrofébicos na membrana
de lipossomas catibnicos, usados para entrega celular (GOPALAKRISHNAN et al., 2006).
Nessa preparacao, a diferenca entre a internalizacdo e a fusdo do complexo lipossoma-QD
com a membrana das células dependia apenas da presenc¢a de ou nao de 0,5% em mol de

PEG na superficie dos lipossomas (Figura 17).
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Figura 17. Diferentes formas de interagdo de lipossomas catidbnicos com células. A figura A mostra que
lipossomas catidnicos (DMPC:DOTAP) contendo QDs e sem recobrimento de superficie sdo internalizados pelas
células. Quando esses lipossomas sdo recobertos com 0,5% de DMPE-PEG, ocorre fusdao com a membrana
celular, como mostrado em B — GOPALAKRISHNAN et al., 2006.

A internaliza¢do, dependente de carga de superficie, do complexo lipossomas-QDs
como foi descrita por Bothun et. al. (BOTHUN et al., 2009). Esses autores mostraram que
complexos catibnicos eram capturados pelas células, enquanto os zwiteridnicos se
aglomeravam e sofriam internalizacdo em menor escala. Esse trabalho foi interessante por
também demonstrar a encapsulagdo simultanea de QDs hidrofilicos e hidrofébicos nas
mesmas vesiculas. Também dependente de interagao de superficie, a ligagao preferencial
de lipossomas funcionalizados com acido félico em células tumorais foi demonstrada pela
fluorescéncia dos QDs encapsulados (YANG et al., 2009). Entretanto, a encapsulagao afetou
a intensidade de luminescéncia dos nanocristais. Esse dado é contraditério, uma vez que
outras publicagdes descrevem a manutencdo de suas propriedades dpticas, mesmo para
lipossomas também zwiteridnicos encapsulando o mesmo tipo de QDs, preparados em agua

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

A encapsulagdao de QDs também tem sido descrita in vivo. Chu et. al. usaram o
complexo para visualizar o trafego do sistema em direcdao aos nodos linfaticos (CHU et al.,
2010) (Figura 18 A), enquanto Al-Jamal et. al. estudaram o clearance de diferentes
preparacdes em camundongos apds administracdo intravenosa (AL-JAMAL et al., 2009). O
mesmo grupo demonstrou que tanto QDs hidrofilicos (AL-JAMAL et al.,, 2008a) quanto
hidrofdbicos (AL-JAMAL et al., 2008b) encapsulados em lipossomas catiGnicos eram capazes
de se acumular especificamente em tecidos tumorais (Figura 18 B e C) apds terem

demonstrado que a captura celular direcionava-os para vesiculas endociticas (Figura 18 B).
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Figura 18. Interagdo in vivo de lipossomas contendo QDs. Em A, 5 minutos apds administragdo intradérmica
(regido 2), lipossomas de fosfatidilcolina contendo QDs hidrofilicos localizam-se em nodos linfaticos axilares.
Em B, lipossomas cationicos localizados em estruturas intracelulares endociticas. Em C, marcagdo de células
tumorais apods injecdo de lipossomas catidnicos 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 interagdo e internalizagdo de lipossomas
(independente de conter QDs) com células por interacdes mediadas por carga. Em
preparacbes lipossomais dessa natureza, com internalizacdo e aprisionamento
endo/lisossomal, os materiais veiculados continuavam impossibilitados de alcangarem o
citosol, semelhantemente a interagdo e internalizacao de QDs livres (sem o uso de qualquer
veiculo carreador, a excecdo do trabalho de Gopalakrishnan et al. - GOPALAKRISHNAN et al.,
2006). Mesmo nesse sistema lipossoma-QDs em que houve fusdo, eles eram hidrofébicos,
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 preparac¢ao lipossomal diferente
das “convencionais” (SIGOT et al., 2010). Nela, lipossomas fusogénicos (contendo Ceramida-
C8) ou pH sensiveis (contendo DSGS) com QDs foram levados as células. O objetivo era
promover a fusdo com a membrana lisossomal apds internalizagdo. Outro diferencial é que
dois tipos distintos de QDs foram veiculados: QDs vermelhos foram encapsulados nas
vesiculas, que eram funcionalizadas com biotina e QDs verdes (conjugados a estreptavidina
e ao EGF) foram ligados fortemente a superficie 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 internalizacdo (Figura 19 B).
Entretanto, a fluorescéncia verde-vermelho (resultando em amarelo) ndo se desfez (Figura
19 C), mostrando que o complexo continuou aprisionado em vesiculas endociticas, nao

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

ndo ser quando eram internalizados como particulas livres (EGF-QDs;s).

: — EGF
streptavidin _

QD525

2

Intensidade (u.a.) O,

Distancia (um)

Figura 19. Interagdo especifica 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-localizagdo desses QDs logo
abaixo a membrana. A figura C apresenta o perfil em linha (em branco) para fluorescéncia de 6 vesiculas
intracelulares, mostradas em intensidade de fluorescéncia em DF. Lipossomas contendo Cer-C8 (fusogénicos).
O sinal verde indicado como “EGF-QD” é um QD livre que foi internalizado. SIGOT et al., 2010.

Em uma preparagao lipossomal que interage de forma diferente, Dudu et. al.
reportaram o que seria a entrada de QDs em células tumorais por um sistema cationico
(contendo POPC+) que eles supuseram sofrer fusdo com a membrana da célula (DUDU et al.,
2008). De fato, apesar de até entdo eles ndo assegurarem que a fusdo 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 marcacdo de membrana (pelo uso de um marcador
especifico) demonstrou que os QDs, apesar de estarem presentes em grande quantidade ali
(co-localizacdo), também se localizaram no interior da célula (Figura 20 A). Entretanto, os
QDs eram veiculados como aglomerados de nanoparticulas (Figura 20 B), num perfil

concentracdo-dependente.

Figura 20. Interacdo celular de lipossomas fusogénicos de contendo QDs. A figura A mostra o perfil de
marcacgdo celular de QDs e lipossomas (marcacgdo indireta apds ligacdo do peptideo CT-B), respectivamente
apos interacdo celular. A figura B mostra que os QDs sdo entregues as células em forma de aglomerados.
Lipossomas de POPC:DOPC+:NBD-PC. DUDU et al., 2008.
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Em 2010, Csiszar et al. (CSISZAR et al., 2010) descreveram uma formulacdo
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 composi¢cdo era de DOPE:DOTAP:FL
(1:12:0,1 em massa de lipideos), onde FL é uma molécula com grupamentos aromaticos (um
corante fluorescente). Aqui, moléculas de PE eram os lipideos auxiliares, o DOTAP promovia
a interacdo de cargas com as células e o FL era o responsavel por desestruturar as
membranas celulares e lipossomal, resultando na fusdo. De fato, moléculas de PE sdo
reconhecidamente moléculas desestabilizantes descritas como lipideos helper (HUI et al.,
1996). Mas o desencadeamento do processo de fusdo era promovido apenas na presenca

de moléculas fluorescentes na bicamada dos lipossomas.

Como esses lipossomas (diametro ~ 100 nm) eram naturalmente fluorescentes, a
fusao era facilmente visualizada pela fluorescéncia da membrana nas células (Figura 21). Os
autores nao relatam outro tipo de interacdo com as células tal como endocitose, a ndo ser a
propria fusdo. Do ponto de vista de entrega em células vivas, essa formulacdo é
extremamente interessante porque permitiria, ao menos em principio, a entrega de
materiais hidrossollveis encapsulados no interior das vesiculas diretamente no citosol da
célula sem necessitar da funcionalizacdo dos lipossomas. Além do mais, o processo seria
rapido (poucos minutos) e independente de endocitose, ao contrario dos sistemas do tipo
lipoplex. Por consequéncia, a exposicdo ao sistema seria rapida e a entrega do material

independe do tipo celular

HEK293

Figura 21. Fusdo de lipossomas fusogénicos com células vivas. A esquerda, células-tronco de rim humano
(HEK293) incubadas com lipossomas no qual o Lipideo-FL era DOPE-Rodamina. A direita, fusdo com células
musculares (SMC) onde o Lipideo-FL era DHPE-Bodipi-FL — CSISZAR et. al., 2010.

Lipossomas como os descritos por Csiszar et al. (CSISZAR et al., 2010) poderiam ser
modelos interessantes para entrega de QDs em células vivas. Eles ndo dependeriam de

determinadas condi¢des, como dependem outros sistemas de entrega, geralmente
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associados a interacOes de carga, endocitose e liberacdo do material a ser carreado. Suas
propriedades fusogénicas permitiriam entregar as nanoparticulas diretamente no interior
das células sem a necessidade de funcionalizagdo dos QDs, que por sua vez poderiam ser
usados para se ligarem a estruturas intracelulares. Esse € um tema bastante desafiador e de

grande interesse atualmente.
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CAPITULO llI



3. OBJETIVOS:

Os objetivos gerais deste trabalho foram estudar a interacdo inespecifica de QDs a
células sanguineas mononucleares humanas (PBMCs) e aplicd-los como uma ferramenta
para investigacao de células sangliineas através de citometria e o desenvolvimento de um
método de entrega intracelular de QDs em células vivas através de lipossomas. Como
objetivos especificos:

1. Sintese e caracteriza¢do de QDs de CdTe/CdS produzidos diretamente em agua;

2. Estudo da interagdo ndo especifica de QDs de CdTe/CdS-AMP com células sanguineas
mononucleares e seus efeitos;

3. Aplicacdo de QDs como sondas fluorescentes para investigacao de células sangliineas
por citometria

4, Preparacdo e caracterizagao de lipossomas de diferentes composi¢cdes quimicas;

5. Encapsulacao de QDs nos lipossomas;

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

Quantum dots (QDs) are a promising class of fluorescent probes that can be conjugated to a vanety of specific cell
antibodies. For this reason, simple, cheap and reproducible routes of QDs’s syntheses are the main goal of many
researches in this field. The main objective of this work was to demonstrate the ability of QDs as biolabels for flow cell
cytometry analysis. We have synthesized biocompatible water soluble CdS/Cd(OH), and CdTe/CdS QDs and applied
them as fluorescent labels of hematologic cells. CdTe/CdS QDs was prepared using using a simple aqueous route with
mercaptoacetic acid and mermptopropmmc acid as stabilizmg agents. The resulting CdTe/CdS QDs can target
biclogical membrane proteins and can also be internalized by cells. We applied the CdTe/CdS QDs as biolabels “of
human lymphocytes and compared the results obtained for lymphocytes treated and non-treated with permeabilizing
agents for cell membranes. Permeabilized cells present higher fluorescence pattern than non permeabilized ones. We
associated antibody A to the CdS/Cd(OH), QDs to label type A red blood cell (RBC). In this case. the O erythrocytes
were used as the negative control. The results demonstrate that QDs were successfully functionalized with antibody A.
There was a specific binding of QDs-antibody A to RBC membrane antigen only for A RBCs. We have also monitored
QDs-hematologic cell interaction by using fluorescence microscopy. Our method shows that QDs can be conjugated to
a vanety of specific cell antibodies and can become a potential. highly efficient and low cost diagnostic tool for flow
cell cytometry, very compatible with the lasers and filters used mn this kind of equipments.

Keywords: red blood cells, lymphocytes, quantum dots, CdS/Cd(OH),. CdTe/CdS. bioconjugation. cytometry.
fluorescence

1. INTRODUCTION:

Fluorescence 1s a powerful technique to study biological events. The high sensiivity of fluorescence,
combined with advances in analytical techniques, permits the detection of ultra small quantities (even a single
molecule) of species present in the biological systems’”. Usually, the precise location of intracellular components is
done by using fluorophores that can target specific molecules presented 1n cells. Dyes and fluorescent proteins have
been used as fluorophores, however they present one or more of the following disadvantages: lack of brightness, broad
emission bands, high photobleaching rate and high cytotoxicity’. Semiconductor quantum dots (QDs) are a promising
class of fluorescent probes that can be conjugated to a vanety of cell antibodies for specific recognition and labeling of
biclogical systems’. Compared to organic fluorophores, QDs have an exceptional resistance to photodegradation,
narrower enussion spectrum with high quantum vield. broader absorption bands. larger effective Stokes shafts and
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higher absorption coefficients” . Classically, synthetic routes to produce QDs are not performed in aqueous media.
Although high quality QDs are obtained by this approach, they cannot be applied directly in bmlogm"{l buffers®™. For
this reason. simple, cheap and reproducible routes of QDs’s >1ntheses in aqueous media are the main goal of many
research groups that work 1n this field. QDs have been widely applied for fluorescence microscopy, but they have not
been much explored as a potential tool for flow cytometry. Fluorescence microscopy and flow cytometry are
complementary techniques, while fluorescence microscopy can provide a morphological image of a few samples, flow
cytometry 1s a powerful technique to detect and quantify a biological event 1n a large number of cells.

Moreover, according to the International Society of Blood Transfusion there are 308 known antigens, 270 of
them are inscribed in 30 blood group systems’. The process to identify the blood type s called fenotyping and 1s based
on the mduced agglutination of red blood cells using antibodies, Anti-A or Anti-B. However, there are still some major
problems due to the great variety of antigens found in the blood membrane, such as: (1) Different blood sub-groups
(A%, A¥. A'B". ). (2) Immune-nen-compatibility in transfusions causing unexpected blood agglutimation and (3)
Problems are even greater in organ transplants. In this way, alternative methodologies are still being pursued for the
determination of the antigen expression®. On the other hand, lymphocytes are also important cells of the blood system
and can be used as a bio-dosimeter for analyzing and measuring the consequences of exposures of tonizing radiation’.

In this work, we demonstrate the ability of CdS/Cd{OH); and CdTe/CdS QDs for flow cell cytometry analysis.
We have synthesized biocompatible water soluble QDs and applied them as fluorescent labels of hematologic cells. We
covered CdS/Cd(OH); QDs with antibody A to label specifically type A red bloed cell (RBC) membrane using the
antigen-antibody interaction. We applied CdTe/CdS QDs as biolabels of human lymphocytes and compared the results
obtained for lymphocytes treated and non-treated with permeabilizing agents for cell membranes. The results obtained
for RBCs showed that QDs were successfully functionalized with antibody A. On the other hand. permeabilized
lymphocytes presented higher fluorescence pattern than non permeabilized ones, demonstrating an alternative
methodology to deliver nanoparticles to intracellular media for cells that do not perform internalizations process. Our
experiments show that QDs can be conjugated to a variety of specific cell antibodies and can become a potential, highly
efficient and low cost diagnostic tool for flow cell cytometry, very compatible with the lasers and filters used 1 this
kind of equipment.

2. EXPERIMENTAL DETAILS:

For CdS/Cd(OH), QDs synthesis®, cadmium perchlorate (0.01M, Aldrich) was added to a sodium
polyphosphate [NaPO;]e solution (0.0051g/mL, Aldrich) and the pH of the system was increased to 8.5. After that, 750
uL of H:S was mtroduced by a gas syringe, maintaining a Cd:S: Polwhosphqte 1:1:1.6 ratio. The solution was
vigorously mixed for 10 nun. To passivate de CdS core with a Cd{OH); shell, the solution pH was elevated to 10.5 and
0.1M Cd(Cl0), solution was added dropwise until a steady green fluorescence was obtained CdTe/CdS core/shell
nanoparticles was synthesized by muxing a solution of cadmium perchlorate and mercaptopropionic acid (MPA) at
pH=10.3. The system was maintained under argon atmosphere and Te™ ions (obtained by the controlled reduction of Te
with sodium borohydride) were added and the system refluxed at 95-100°C. The Cd-Te:MPA molar ration used was
2:1:2. The optical properties of the colloidal nanocrystals suspensions were obtamed by electronic absorption, enussion
and excitation spectroscopy. The QDs structural properties were obtamned by X-ray diffraction and transmussion
electron microscopy (TEM). We estimate a QD concentration of 10" and 10'® particles'mL for CdS/Cd(OH), and
CdTe/CdS respectively. Synthesis of CdTe/CdS using MPA was chosen because this suspension is more stable under
physiological pH compared to others mercaptoacids such mercaptoacetic acid and cysteine.

RBCs were obtained from Hematology and Hemotherapy Center of Pernambuco (HEMOPE). Cell
concentration was diluted to a 5% cellular suspension i 0.9% NaCl Human lymphocytes were obtained from PBMCs
(peripheral blood mononuclear cells), 10 mL of whole blood sample was taken and PBMCs were separated from whole
sample using Ficoll Paque (1.077 g/mL) gradient density. The cells were re-suspended at 1x10° cells/mL in RPMI
medium supplemented with 10% fetal calf serum.

For incubation of the RBCs with CdS/Cd(OH), bioconjugated to antibody A (AntiA), a 16.7 pM QDs
suspension was mcubated with glutaraldehyde (glut) at 0.1% (v:v). The antibody solution (Ab) (DiaMed, Lagoa Santa,

MG, Brazil) was added to QD-glut and incubated overnight at room temperature forming a QD-Anti-A complex’. The
proportion of QD:Ab (v/v) was chosen to be 100:1 and 20:1. For cellular incubation, a 250 pL of cells was incubated
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with 250 pL of QD-AntiA for 30 munutes at 37°C. Cells were washed three times mn a PBS solution (pH 7.4) at 700g
for 30 5. The QD-AntiA complex is able to bind superficial A antigens in RBCs.

For CdTe/CdS-MPA cellular incubation, the nanoparticle suspension pH was reduced to physiological values
(7.2-7.4) using HCl. We unsed 8.3 pM, 1.66 uM and 0.83 pM of CdTe for 30 min of mcubation time in a 5% CO,/air
humidified atmosphere at 37°C. Cells were washed three tumes in PBS (pH 7.4) and re-suspended m EPMI medium.
For permeabilized cells, PBMCs were re-suspended in 4% paraformaldehyde-diluted FACS lysing solution {(Becton
Dickinson’s, San Jose, CA, USA) and incubated for 10 min at 18-22°C. After, cells were washed two times in Tween-
20 PBS solution (0.5% Tween-20 in PBS) at 400g for 5 min following a protocol already described®.

Stamned cells were analyzed using flow cytometry (FACScan flow cytometer - Becton Dickmson, San Jose,
CA, USA) equipped with a 15 mW argon-ion laser (excitation wavelength 488 nm) and the fluorescence emission was
detected 1n FL1 channel (green channel) by plotting FL.1 versus FL2 (orange channel). Control cells (RBCs, normal
and permeabilized lymphocytes) were employed to define the region of interest (gate) for lymphoeytes or RBCs 1n the
detection system. Each analysis included 10,000 events.

3. RESULTS AND DISCUSSION:

Figure 1 shows the absorption and emussion spectra for CdS/Cd(OH); and CdTe/CdS-MPA QDs. After,
glutaraldehyde functionalization, a small reduction mn intensity was observed (Fig 1 A). Enussion spectra were obtained
using 365 nm excitation wavelength. For CdS/Cd{OH), the maximum emission 1s m 490 nm and for CdTe/CdS 1n 540
nm. CdTe/CdS QDs have a higher fluorescence than CdS/Cd(OH),. From structural analyses (data not shown), the
resulting nanoparticles size is about 8 nm for CdS/Cd(OH), and 3 nm for CdTe/CdS-MPA QDs.

Figure 2 shows flow cytometry dot plots for QDs labeling ervthrocytes. Figure 2A shows non labeled cells.
Figures 2 C (100:1) and 2 D (20:1) show specific cell labeling profile of complex CdS/Cd{OH),-AntiA cells in two
different QDs antibody proportions (detected 1n FL1 channel). Figure B shows glutaraldehyde non-specifically labeled
RBCs. Figure E shows O RBCs incubated with CdS/Cd(OH)-Anti A as control, since O erythrocytes do not present A
antigen in cell membrane. As expected. O RBCs were not labeled, shown that the bioconjugation of QDs to Anti A was
done effectively. C and D plots display a significative number of specific QDs labeled-cells in FL1 channel (28 4% for
100:1 and 19 30% for 20:1) compared to control groups (E — 99.2% do not present fluorescence). Probably, by raising
the percentage of A RBCs labeled with QDs, we will have to increase the proportion of QDs-Anti A to each RBC.
These data corroborate the results obtamed by some of us 1 a previous work where the specific cellular labeling was
analyzed using fluorescence microscopy®. However, in contrast to those results, using flow cytometry, we were able to
analyze a huge number of cells simultaneously, which 15 important for blood analvsis in Hematology and Hemotherapy
centers. We do not detect significative differences between 100:1 and 20:1 proportions. These experiments were done
at least 3 times to confirm the results.
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Figure 1 — A) CdS/Cd{OH), absorption and emission spectra (with glutaraldehyde) and B) CdTe/CdS-AMP absorption and emission
spectra. Emission spectra were obtamed using 365 nm excitation wavelength.

For demonstrating an alternative methodology to delivery QDs to mtracellular media, we developed a method
to arfificially permeabilize lymphocvtes cells for QDs staimung. Figure 3 shows CdTe/CdS-MPA labeled-lymphocytes
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cells: A, represent normal cells incubated with 1.66 pM, while B, are permeabilized cells incubated with the same
concentration as normal ones and C. show permeabilized cells incubated with 0,83 puM of CdTe/CdS-MPA. The
percentage of labeled cells increased from ~ 30% (non permeabilized) to ~ 100% (permeabilized) with enhancement of
cellular fluorescence intensitv. Using the parameters described here, non-labeled normal cells did not show
fluorescence. These results are similar to the ones obtammed with mercaptoacetic-capped CdTe QDs labeled
lymphocytes (not shown). Further, microscopic analyses display a homogeneous distribution of nanoparticles for the
whole cells (not shown). Our results pointed for different labeled patterns for permeabilized and non permeabilized
cells. Based on differences in percentage and intensity presented in the dot plots (as well as using fluorescence
microscopy), we concluded that CdTe/CdS-MPA QDs label membranes for lvmphocytes non permeabilized (MPA as
well glutaraldehyde target proteins) and label whole cells for permeabilized lymphocytes. Permeabilization allows

delivery to intracellular media for all kind of QDs (and possibly other nanoparticles), mainly for cells that do not
perform endocytosis.
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Figure 2 — Dot plots of labeled RBCs. A: non labeled cells, B: glutaraldehyde non-specifically labeled RBCs, C and D: cells
respectively labeled with QD-Anti-A (100:1) and (20:1), E: are O EBCs type used as the control.
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Figure 3 - Dot plots for CdTe/CdS-MPA-labeled lymphocytes. A, normal cells labeled with 1,66 pM; B, permeabilized cells
labeled with 1,66 pM and C, permabilized cells labeled with 0,83 puM QDs suspension. Control cells (non labeled) did not show
fluorescence in these parameters.

4. CONCLUSION:

Applications of QDs nanocrystals in biological labeling are becoming very popular due to thewr appealing optical
characteristics, such as large absorption. narrow emission spectra and high chemical and photostabilty™. We have
developed a method for specific RBCs recognition using CdS/Cd(OH)»-AntiA and a method for delivery CdTe/CdS
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QDs 1in intracellular media for lvmphocytes cells. The obtained QDs present high emission intensity, colloidal stability
and are mtrinsically water soluble, allowing direct application 1n brological systems. Our method shows that QDs can
be comjugated to a vanety of specific cell antibodies and can become a potential, highly efficient and low cost
diagnostic tool for flow cell cytometry, very compatible with the lasers and filters used in this kind of equipments,
demonstrating the viability of the method to study biological events and diagnosis taking advantages of its whole
capabilities, can offer long term mmaging and multispectral detection overcoming tissue auto fluorescence and other
limiting properties inherent of conventional probes.
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Highlights: > Optical techniques to study non-specific QDs interactions. > Plasma membrane was labeled by
QDs in live cells. > Intracellular staining in permeabilized cells > QD changed zeta potential of live cells.

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 agueous 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 Te” solution in a Cd(ClO,), 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 °C. The Te” solution was prepared using metallic tellurium (Sigma Aldrich) and NaBH,
(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
1x10° 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
(1x10%/mL) to different QDs concentrations (2.4 uM and 4.8 pM) in serum free RPMI medium for 30
minutes in a 5% CO, 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 uM 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 (A = 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.
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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 uM. 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 um.

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.

A B

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 um; Bar in
B=12 um.

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).
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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 [Lovri¢ 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 - C) 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 C 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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ARTIGO EM PREPARACAO PARA SER SUBMETIDO A
REVISTA JOURNAL OF PHYSICAL CHEMISTRY B:

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, Csizar 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 Te”
solution in a 0.01 M Cd(ClO,), 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 °C. The Te” solution was prepared using metallic tellurium (Sigma Aldrich) and NaBH,
(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 N, 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 uM 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, 8°C) 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 (0sO,4), 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 °C 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% CO, 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 uM using the Peng’s

equation [20].
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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 um.

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.

PC PC-QDs PC:DOTAP PC:DOTAP-QDs
Size (nm) 220*/830 (0.26) 130 (0.15) 145,7 (0.24) 97,8 (0.4)
Zeta (mV) -25,3 -44*/-13,8 | +10,4/ +30,4* -38,5
*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.

260 nm

0.93 pm {

=y - - - —i

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
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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 um; in B
25 pm.

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.

A

Liposome anchorage

and fusion \

Filopodial-like
cellular projection

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 pum.

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.

10X less PE-Rh In serum

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 um.

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 pum.

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. lllustration 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 Csizar 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 um

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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CAPITULO VII



CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Quantum Dots tém sido extensivamente usados em aplicagcdes bioldgicas e
biomédicas desde suas primeiras descri¢cdes. Entretanto, algumas questdes ainda
necessitam ser abordadas para superar determinadas limitacGes. Esses sdo os casos das
interagdes inespecificas dos QDs com sistemas biolégicos e do direcionamento de QDs para
o interior de células vivas. O primeiro aspecto, o de ligacbes inespecificas, foi estudado
usando QDs de CdTe/CdS-AMP, cujo recobrimento de superficie resultava em
nanoparticulas negativamente carregadas nas condi¢des estudadas. A capacidade dessas
particulas de ligarem a estruturas bioldgicas foi estudada por técnicas O&pticas
complementares, como microscopias de fluorescéncia e citometria de fluxo. Os resultados
apresentados aqui mostraram que esses QDs sdao capazes de se ligarem tanto a superficie de
células sanguineas mononucleares vivas quanto no interior daquelas que foram
artificialmente permeabilizadas. Dessa forma, esse trabalho abordou dois aspectos criticos
das aplicagGes bioldgicas dos QDs: nanocristais sintetizados em 4dgua sao capazes de se ligar
inespecificamente as células e potencialmente capazes de interferir em andlises onde
aplicagGes especificas sdo requeridas. O efeito da interagdo com as células vivas resulta na
reducdo do potencial de carga de superficie, o potencial zeta. Esse é um indicativo de

possiveis efeitos adversos sobre moléculas presentes nas membranas das células.

Por serem particulas relativamente grandes e impermedveis a bicamada das
membranas bioldgicas, QDs s3ao incapazes de atravessa-las diretamente. A internalizacao
dessas nanoparticulas pode acontecer por diferentes rotas naturais (endocitose, por
exemplo), mas ndo de maneira espontanea e passando diretamente pela bicamada, o que
resultaria em particulas livres no interior das células. Aqui, nds encapsulamos QDs em
lipossomas de diferentes composi¢cdes visando o direcionamento intracelular. A incubacao
de células-tronco humanas com QDs encapsulados em lipossomas com propriedades
fusogénicas permitiu a entrada desses QDs no citosol. Seu perfil de fluorescéncia co-
localizado com a fluorescéncia das bicamadas catidnicas (agora parte da membrana das
células apds fusao) entretanto, demonstrou que eles ndo foram entregues livremente no
citosol, mas permaneceram aparentemente ligados as membranas catidnicas. O método
descrito é inovador comparado aos tradicionalmente usados em transfeccdo, que

geralmente requerem a capacidade do material ligar eletrostaticamente ao carreador e
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internalizagdo do complexo e posterior liberacdo endo/lisossomal para entrada
citoplasmatica e pode ser estendido para outros tipos de nanoparticulas de cargas negativas

e também positivas, ao contrario de sistemas lipoplex.

Com esse trabalho, abriu-se uma nova linha de pesquisa no laboratdrio relativa ao
direcionamento de QDs para o interior das células através de lipossomas. Nos poderemos
ndo soO testar a interacdo de diferentes tipos de lipossomas contendo QDs com variados
tipos de células vivas, como poderemos também encapsular outros tipos de nanoparticulas
(tais como nanoparticulas metalicas) e direciona-las para o citosol. Além disso, com o
aprimoramento desta metodologia, seremos capazes de veicular QDs conjugados e
investigar a expressdo de proteinas localizadas no citoplasma e em organelas de células
vivas, bem como visualizar e delinear da a¢ao 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 transfeccdo comumente utilizados.

Por ultimo, as observacdes feitas sobre o potencial zeta das células mononucleares
nos chamou atencgao sobre altera¢des de carga de membrana induzidas pela incubagdao com
QDs e nos apresentou uma nova forma de estudar efeitos adversos de toxicidade de
nanoparticulas que merece ser mais investigada. Efeitos de alteracdo de carga de
membrana celulas sdo particularmente relevantes para aplicacdes in vivo pois, por exemplo,
mecanismos de aglutinagdo e migragao celular estdo intimamente relacionados a essa

distribuicao de cargas.
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Citation in text
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versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If
these references are included in the reference list they should follow the standard reference style of
the journal and should include a substitution of the publication date with either "Unpublished results"
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Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;

2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by "et al." and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
zlphabetically, then chronologically.

Examples: "as demonstrated (Allan, 1996a, 1996b, 1999; Allan and Jones, 1995). Kramer et al.
(2000) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters "a", "b", "c", etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

van der Geer, J., Hanraads, J.A.J., Lupton, R.A., 2000. The art of writing a scientific article. J. Sci.
Commun. 163, 51-59.

Reference to a book:

Strunk Jr, W., White, E.B., 1979. The Elements of Style, third ed. Macmillan, New York.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G.R., Adams, L.B., 1999. How to prepare an electronic version of your article, in: Jones, B.S.,
Smith , R.Z. (Eds.), Introduction to the Electronic Age. E-Publishing Inc., New York, pp. 281-304.
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List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;
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research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include these within the body of the article. This can be done in the same way
as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body text where it
should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to the video
file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly usable, please provide
the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum size of 50 MB. Video and
animation files supplied will be published online in the electronic version of your article in Elsevier
Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These will
be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more detailed
instructions please visit our video instruction pages at http://www.elsevier.com/artworkinstructions.
Note: since video and animation cannot be embedded in the print version of the journal, please
provide text for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
hitp://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Submission checklist

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One Author designated as corresponding Author:

¢ E-mail address

e Full postal address

¢ Telephone and fax numbers

All necessary files have been uploaded

e Keywords

e All figure captions

* All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

* Manuscript has been "spellchecked" and "grammar-checked"

 References are in the correct format for this journal

* All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
= Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
* If only color on the Web is required, black and white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.
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