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RESUMO

As membranas celulares possuem estruturas que desempenham complexas
atividades, dentre elas estéo os receptores de folato (RFs) e os acidos sialicos (ASs).
Os RFs sédo responsaveis por internalizar uma vitamina essencial para o organismo,
0 &cido fdlico (AF). Ja os ASs conferem carga eletronegativa a superficie celular, a
qual intermedia processos como migracdo e adesao celular. Assim, o uso de
ferramentas verséateis e sensiveis, como o0s quantum dots (QDs), capazes de
monitorar alteracdes nesse receptor e nesse carboidrato pode fornecer dados para a
compreensao de varios processos bioldgicos, como os associados ao cancer. QDs
sdo nanocristais fluorescentes de semicondutores que apresentam propriedades
singulares, tais como uma superficie ativa para conjugacdo a moléculas e alta
fotoestabilidade. Sendo assim, esse trabalho teve como objetivo estudar a dinamica
dos RFs e o perfil de ASs nas membranas celulares através do uso de QDs. Em um
primeiro trabalho, os QDs foram conjugados ao AF (QDs-AF) para estudar a
expressaol/internalizacdo e reciclagem dos RFs nas células T47D, MDA-MB231 e
MCF7, utilizando a HeLa como controle. A técnica de espectroscopia de correlacéo
por fluorescéncia (FCS) comprovou a efetividade dessa conjugacdo. Também foi
realizado um ensaio de saturacdo dos RFs, pelo qual se comprovou a especificidade
do conjugado e assim também foi possivel inferir sobre a taxa de reciclagem desses
receptores nessas células. Os ensaios de microscopia de fluorescéncia e citometria
de fluxo indicaram que as células HeLa e T47D expressaram/internalizaram niveis
mais altos de RFs (95% e 90% de marcacao) do que a MDA-MB231 (68%). Jaa MCF7
apresentou um baixo niumero de RFs funcionais (3%). Nos ensaios de saturacao foi
observado que a taxa de reciclagem do RF é baixa (6%, 4%, 2% de marcacao para
HelLa, MDA-MB231 e MCF7), exceto para T47D (26%). Em um segundo estudo, 0s
QDs foram conjugados ao acido 3-mercaptofenilborénico (QDs-AMFB) e eritrocitos
foram utilizados como modelo para avaliar essas nanossondas. Os acidos
fenilborénicos vém sendo chamados de lectinas miméticas, por também se ligarem
reversivelmente a varios tipos de carboidratos. O FCS também comprovou a
conjugacéao. A especificidade do conjugado pelo AS foi provada ao observarmos uma
reducdo da marcacdo por citometria de fluxo quando os eritrocitos foram tratados
previamente com sialidase, uma enzima que retira o0 AS, bem como por ensaios de

inibicdo com outros carboidratos. As andlises de citometria de fluxo e microscopia de



fluorescéncia indicaram que praticamente todos os eritrocitos foram marcadas de
forma especifica pelo conjugado QDs-AMFB. ApGs essa etapa foram realizados
ensaios fluorescentes com linhagens de leucemia mieldide aguda e cronica KG-1 e
K562 e os resultados citométricos obtidos até entdo indicam que as membranas das
células KG-1 possuem maior quantidade de AS, 99% de marcacdo e uma mediana de
intensidade de fluorescéncia cerca de 2x maior quando comparada a K562 (marcacao
de 84%). Dessa forma podemos concluir que nesse estudo foram desenvolvidos
conjugados de QDs-AF e QDs-AMFB eficientes, os quais auxiliaram a agregar
informagdes para a compreensado da biologia celular do cancer e seus processos,

possibilitando assim abrir novas frentes no diagnostico/terapia desta doenca.

Palavras-chaves: Nanocristais. Fluorescéncia. Cancer. Células.



ABSTRACT

Cell membranes have structures that perform complex activities. Among them, there
are the folate receptors (FRs) and sialic acids (SAs). FRs are responsible for
internalizing an essential vitamin for the human body, folic acid (FA). SAs confer
electronegative charges to cell membranes, which mediate processes such as
migration and cell adhesion. Thus, the use of versatile and sensitive tools, such as
quantum dots (QDs), capable of monitoring changes in FRs and ASs can provide
valuable data for understanding several biological processes, such as those
associated with cancer. QDs are fluorescent nanocrystals made of semiconductor
materials that exhibit unique properties, such as an active surface for conjugation with
molecules and high photostability. Therefore, this work had as objective to study both
the dynamics of FRs and the profile of SA in cell membranes applying QDs. In the first
work, QDs were conjugated to FA (QDs-FA) to study the expression/internalization and
recycling of FRs in T47D, MDA-MB231 and MCF7 cells, using HeLa as a control. The
fluorescence correlation spectroscopy (FCS) technique confirmed the effectiveness of
this conjugation. An FR saturation assay was also performed, which not only proved
the specificity of the conjugate but also allowed us to analyze the recycling rate of those
receptors in these cells. Fluorescence and flow cytometry microscopy assays indicated
that HeLa and T47D cells expressed/internalized higher levels of FRs (95% and 90%
of labeling were found) than MDA-MB231 (68%). MCF7 seems to have a low number
of functional FRs (3%). In the saturation tests, it was observed that the recycling rate
of FRs is low (6%, 4%, 2% of labeling for HeLa, MDA-MB231, and MCF7), except for
T47D (26%). In a second study, QDs were conjugated to 3-mercaptophenylboronic
acid (QDs-AMPB), and erythrocytes were used as models to develop those
nanoprobes. Phenylboronic acids have been called mimetic lectins because they are
also able to bind reversibly to various types of carbohydrates. The FCS also confirmed
the conjugation. The specificity of the SA conjugate was proved by observing a
reduction in the flow cytometric labeling when erythrocytes were pretreated with
sialidase, a SA-removing enzyme, as well as by inhibition assays with other
carbohydrates. Flow cytometry and fluorescence microscopy analyses indicated that
practically all erythrocytes were specifically labeled by QDs-AMPB. After this step,
fluorescence assays were performed with acute and chronic myelogenous leukemia

cell lines (KG-1 and K562), and flow cytometry results obtained until the moment



indicated that KG-1 membranes presented greater amount of SA, 99% of labeling with
a median of fluorescence intensity ca. 2x higher, when compared to K562 (84% of
labeling). In this way, we can conclude that in this study, efficient QDs-FA and QDs-
AMPB conjugates were developed, providing information for understanding the cell
biology of cancer and its processes, thus opening new perspectives to the
diagnosis/therapy of this disease.

Keywords: Nanocrystals. Fluorescence. Cancer. Cells.
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1 INTRODUCAO

As células estdo envolvidas por uma membrana plasmatica composta por
carboidratos, proteinas e lipidios. Essa membrana delimita a célula como também
exibe estruturas que desempenham atividades complexas, podendo ser destacadas,
por exemplo: moléculas de reconhecimento celular e receptores que interagem
especificamente com moléculas provenientes do exterior (POTAPENKO et al., 2010).
Dentre essas estruturas podem ser referenciados os receptores de folato (RFs) e os
acidos sialicos (ASs) ( LI et al., 2016; QIAO et al., 2016; SCHAUER; KAMERLING,
2018).

Os RFs tém afinidade por uma vitamina essencial para o organismo, o acido
félico - AF (CHEN et al., 2013). Baixas concentraces de AF vém sendo associadas a
diversas patologias como disturbios hematopoiéticos, doencas cardiovasculares,
defeitos do tubo neural e aumento do risco de cancer (CZEIZEL; DUDAS., 1992,
SNEDDON et al., 1991; VERGOTE; MARTH; COLEMAN, 2015). Adicionalmente,
mudancas na expressdo desse receptor podem se correlacionar a doencas, como a
superexpressao que vem sendo observada em céancer de ovario, rim e pulmao, por
exemplo (DRIVER et al., 2016; VERGOTE; MARTH; COLEMAN, 2015; YU; YAN; WU,
2017). Quimioterapicos sitio-especificos para o RF vém sendo desenvolvidos, porém
ainda se sabe pouco sobre a internalizacdo desse receptor pelas células
(BWATANGLANG et al., 2016a; NGUYEN et al., 2019; SOE et al., 2018; XU et al.,
2017).

Por outro lado, os ASs também exercem um papel determinante em varios
mecanismos biologicos essenciais, além de conferir carga eletronegativa a superficie
celular, a qual intermedia processos como migracao e adeséao celular (CUl et al., 2011,
HUANG et al., 2011). A perda de AS, leva, por exemplo, a reducdo da carga
eletronegativa, favorecendo a aglutinacdo dos eritrocitos na microcirculacdo e a
oclusao vascular (BASU et al., 2008; COOK, 2016). Alguns estudos indicam que as
alteracdes na expressao do AS estdo também relacionadas com varias doencas, tais
como o cancer, as doencas cardiovasculares, hemoglobinopatias e algumas de
origem neurologicas (AGRAWAL et al., 2016; NAITO-MATSUI et al., 2017; VARKI,
2008).
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A plena compreenséo dos papéis bioldgicos desse receptor e desse carboidrato
requer ferramentas eficazes e capazes de identificar e quantificar a dinamica e perfis
desses biomarcadores nas células. Dentre as ferramentas potenciais estdo as
técnicas baseadas em fluorescéncia, as quais apresentam como vantagem a alta
sensibilidade, permitindo a investigacdo de eventos celulares ao nivel molecular em
sistemas bioldgicos vivos (ETRYCH et al.,, 2016). A sensibilidade, bem como a
especificidade quimica, da fluorescéncia advém do uso de marcadores fluorescentes
combinados com moléculas, portanto, o uso de sondas fluorescentes € imprescindivel
para evidenciar as estruturas e eventos desejados. Na maioria dos casos, essas
sondas fluorescentes sdo corantes organicos, os quais em geral apresentam a
desvantagem de sofrer rapida fotodegradacédo. Dentre as sondas fluorescentes, os
pontos quanticos (PQs), ou quantum dots (QDs), vém se destacando (PEREIRA et al.,
2019).

Os QDs sao nanocristais de semicondutores fluorescentes com tamanhos
tipicos de 2 a 10 nm que apresentam propriedades singulares para investigacdo de
processos biologicos por fluorescéncia, principalmente excelente fotoestabilidade e
uma superficie ativa para conjugacdo com moléculas e até mesmo outras
nanoestruturas (MALIK; GULIA; KAKKAR, 2013; FONTES et al., 2012; PEREIRA et
al., 2019).

Dessa forma, nessa dissertacdo primeiramente QDs de Telureto de Cadmio
(CdTe) foram conjugados ao AF e aplicados para investigar a
expressao/internalizacéo e reciclagem de RFs em linhagens epiteliais de cancer
humano de diferentes perfis (MDA-MB231, MCF7 e T47D), utilizando a linhagem de
adenocarcinoma cervical como controle. Numa segunda etapa, foram desenvolvidos
novos conjugados constituidos por QDs de CdTe e &cido 3-mercaptofenilborénico
(AMFB). Os acidos fenil-borénicos (AFBs) vém chamando a atencdo pela sua
capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos, e por isso vém sendo
chamados de lectinas miméticas (MATSUMOTO; MIYAHARA, 2018). Estudos
demostraram que o AFB tem uma alta afinidade por residuos de AS quando se
encontram em pH fisiologico (MATSUMOTO et al., 2009). A efetividade e especificado
desse conjugado foi avaliada utilizando eritrocitos como modelo, por terem uma

membrana rica em AS. Posteriormente, esse conjugados foram aplicados para
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estudar o perfil de distribuicdo do AS em linhagens de células provenientes de
leucemia mieldide cronica e aguda, KG562 e KG-1, respectivamente.

Acreditamos que o0s conjugados desenvolvidos podem nao sé agregar
informacdes para a compreensdo da biologia celular do cancer, como também
apresentar potencial para serem aplicados para elucidacdo de varios outros processos

biolégicos.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e aplicar conjugados de quantum dots para estudar a dinamica de

receptores de folato e o perfil de &cido sialico em membranas celulares.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar QDs de CdTe (Telureto de Cadmio) carboxilados e caracteriza-los
opticamente;

e Conjugar os QDs ao acido folico (QDs-AF) ou ao &cido 3-mercaptofenilborénico
(QDs-AMFB);

e Caracterizar os conjugados quanto a parametros o6pticos, fisico-quimicos e
biolégicos;

e Avaliar a efetividade e especificidade das conjugacoes;

e Avaliar e comparar a expressaol/internalizacdo dos receptores de folato e sua
reciclagem em linhagens de cancer de mama,;

e Estudar o potencial do conjugado QDs-AMFB na determinacéo do perfil de acido

sidlico em membranas celulares.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 PONTOS QUANTICOS (PQs) OU QUANTUM DOTS (QDs)

Ao longo dos anos as areas da Nanotecnologia e Nanociéncia vém evoluindo
e atraindo o interesse de varios grupos de pesquisa. Em 1959, o fisico norte-
americano Richard Feynman participou da reunido anual da Sociedade Americana de
Fisica apresentando a palestra “There’s Plenty of Room at the Bottom”, fazendo
referéncia a possibilidade de se manipular a matéria na escala atbmica e molecular,
instigando o desenvolvimento de microscépios com poder de resolucdo ao nivel
atbmico. Assim, surgiu o microscopio de varredura por tunelamento (Scanning
Tunnelling Microscope - STM) que ajudou a abrir caminhos para uma nova revolugéo
tecnoldgica do século XXI, a Nanotecnologia (MARTINS; TRINDADE, 2012). Dentro
desse universo, uma nova classe de nanomateriais constituida pelos nanocristais
fluorescentes de semicondutores, também chamados de pontos quanticos (PQs) ou
quantum dots (QDs), pode ser destacada. Isso se deve a suas propriedades
singulares que levaram a uma vasta aplicacdo desses nanomateriais, tendo estes
atraido o interesse nao s6 de diversos pesquisadores, bem como de empresas para
sua comercializacdo (RESHMA; MOHANAN, 2019; SMITH; GAO; NIE, 2004).

Estudos desenvolvidos por Ekimov e Efros foram passos iniciais para a
compreensao das propriedades Opticas desses materiais semicondutores e sua
dependéncia com relagcédo ao tamanho, quando os mesmos se apresentam em escala
nanométrica (EKIMOV; EFROS; ONUSHCHENKO, 1985). Esses achados,
proporcionaram a Louis Brus, em 1984, o desenvolvimento dos primeiros QDs
preparados por sintese coloidal. Porém o termo ponto quantico ou quantum dot foi
proposto apenas em 1988, o qual refere-se a nanoparticulas de semicondutores que
em geral apresentam de 1,5 a 10 nm. (BRUS, 1984; MARTINS; TRINDADE, 2012;
REED et al., 1988; SMITH; GAO; NIE, 2004).

A fluorescéncia dos QDs é dependente ndo s6 do tamanho, como também da
composicdo desses nanocristais. Além disso, suas propriedades Opticas estao
relacionadas ao fen6meno de confinamento quéantico (MICHALET; BENTOLILA;
WEISS, 2008). Logo, pode-se sintonizar a fluorescéncia dos QDs em varios

comprimentos de ondas, por exemplo, desde o ultravioleta até regiées proximas ao
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infravermelho, percorrendo assim todo o espectro de luz visivel (400 - 700 nm). Dessa
forma, QDs de tamanhos menores vao emitir fluorescéncia em regides mais proximas
ao azul, ja os maiores, vao emitir em regiées mais proximas ao vermelho, como ilustra
a Figura 1 (SMITH; GAO:; NIE, 2004).

Figura 1 — Quantum dots de um mesmo material emitindo fluorescéncia em varias regides do espectro

de luz visivel, variando-se apenas o tamanho destes nanocristais.
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Fonte: A autora (2019).

Os materiais semicondutores apresentam uma banda de valéncia (BV)
totalmente ocupada por elétrons, a qual esta separada por um bandgap de energia
(Eg) da banda de conducéo (BC). Para que os elétrons passem da BV para a BC, é
necessario o fornecimento de energia com valor igual ou maior que Eg (Figura 2). A
Eg pode ser expressa em eV (elétron-volt). Os materiais solidos podem ser
classificados de acordo com a sua condutividade elétrica em termos do Eg e podem
ser categorizados em: isolantes, semicondutores e condutores (SMITH; GAO; NIE,
2004).

Figura 2 — Diferenca no bandgap (Eg) para diferentes classes de materiais solidos.
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Fonte: Adaptado de SMITH; GAO; NIE (2014).

Um material isolante possui uma Eg > 3,0 eV, a qual dificulta os elétrons
atingirem a BC, porque necessitam de elevadas energias de excitacdo, em
temperatura ambiente. Diferente dos condutores, que apresentam uma banda
continua devido a sobreposi¢cdo da BV e da BC, fazendo com que haja pouca ou
nenhuma resisténcia a passagem dos elétrons entre as bandas e, assim, os elétrons
facilmente se difundem entre as mesmas. Com relacdo aos semicondutores, eles
apresentam uma Eg intermediéaria, < 3,0 eV, permitindo, por exemplo, que a luz no
ultravioleta ou até visivel possa ser utilizada para promover os elétrons da BV para a
BC também a temperatura ambiente (SMITH; GAO; NIE, 2004).

Quando os semicondutores recebem energia maior que Eg, por exemplo na
forma de fétons, os elétrons da BV, de menor energia, podem ser excitados e passar
para a BC, de maior energia, deixando um “buraco” na BV, gerando um par elétron-
buraco ou éxciton, assim como mostra a Figura 3 (BRUS, 1984; MICHALET;
BENTOLILA; WEISS, 2008).

Figura 3 — Esquema de fotoluminescéncia de semicondutores. A partir da excitacdo do elétron (e-) da
BV para a BC, h&a formacdo de um éxciton, que apdés relaxacdo e recombinacao excitbnica, finalmente
gera a emissao de fluorescéncia. Onde: h* representa o buraco gerado na banda de valéncia (BV) pela
excitacéo do e, E = hv é a energia de um foton necesséria para excitar a amostra (sendo h a constante

de Planck e v a frequéncia da luz).
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Fonte: A autora (2019).

A recombinacéao excitbnica é o processo de decaimento energético dos elétrons
da BC para BV a fim de retornar ao estado fundamental, dando origem a emisséo
caracteristica, ou fluorescéncia, destes materiais tanto em regime macroscépico
quanto nanométrico. Porém, quando em nanoescala, os elétrons e buracos sofrem
um forte confinamento quantico, responsavel pelas modificacdes das propriedades
Opticas desses materiais.

O confinamento quantico é um fendmeno critico para materiais
semicondutores. No cristal macroscépico ou bulk, o elétron pode ocupar uma
variedade de estados energéticos, distribuidos de forma continua pelas bandas.
Porém, quando os cristais estdo em confinamento quantico tridimensional, ou seja,
todas as dimensdes do material sdo fisicamente menores que o raio de Bohr?,
caracteristico para determinado semicondutor, € que se tem os QDs. Essa reducao
dimensional limita 0 movimento dos elétrons nas trés direcbes (x, y e z), levando a
uma mudanca na distribuicdo dos estados energéticos, com o0 surgimento de niveis
discretos de energia, como mostra a Figura 4, semelhante ao que acontece nos
atomos (BRUS, 1984). Por essa razao, os QDs também sdo chamados de “atomos
artificiais”. Cada semicondutor tem um valor de raio de Bohr caracteristico, por
exemplo, o do CdSe (Seleneto de Cadmio) € 6,0 nm e o de CdTe (Telureto de Cadmio)
€ 7,3 nm. Assim, para que nanoparticulas sintetizadas a partir desses materiais sejam

denominados QDs, elas precisam estar em regime de confinamento quantico e

1 Em alusao aos atomos de hidrogénio (que possui apenas um elétron e um préton), o raio de Bohr é definido como a distancia
média entre o elétron e o buraco do éxciton, ja que uma forga atrativa mantém o par elétron-buraco movendo-se juntos, sendo
tipico de cada semicondutor.
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possuir diametros menores que 6,0 nm e 7,3 nm, respectivamente, por exemplo
(ESCH et al., 1990; MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008).

Figura 4 — O efeito de confinamento quéntico, ocasiona o aparecimento de niveis discretos de energia
e também um aumento da Eg como consequéncia da reducao do tamanho de particulas constituidas
por materiais semicondutores.
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Fonte: A autora (2019).

O confinamento quéntico também faz com que seja possivel controlar em qual
regido do espectro eletromagnético um QD ira emitir modificando-se 0 seu tamanho,
ou seja, este nanocristal possui sintonizacdo do comprimento de onda de emissao
com relacdo ao tamanho. Isto ocorre por que, em confinamento quantico, a Eg diminui
ou aumenta de acordo com o tamanho da nanoparticula, desde que esta seja
constituida pelos mesmos materiais.

Quanto menor a particula de um semicondutor, maior é a Eg e mais para o azul
€ sua emissdo. Ja particulas maiores, possuem menor Eg e emitem fluorescéncia
mais proxima do infravermelho. Isso ocorre porque o diametro (d) e o comprimento de
onda (1) séo inversamente proporcionais a Eg, como visto nas seguintes relagbes: Eg
é proporcional a 1/d? e Eg é proporcional a 1/1 (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).

Portanto, sdo essas novas caracteristicas que esses materiais adquirem
guando escalonados nanometricamente, que fazem dos QDs nanossondas
fluorescentes bastante versateis em Ciéncias da Vida (SANTOS; FARIAS; FONTES,
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2008). Suas principais vantagens quando comparados a outros marcadores
fluorescentes, como o caso dos corantes organicos, sao:. (1) largo espectro de
absorcdo (Figura 5), possibilitando que uma unica fonte de luz possa excitar a
fluorescéncia de nanoparticulas com diferentes comprimentos de onda de emisséao;
(2) espectro de emissdo estreito e simétrico em diferentes regides do espectro,
variando-se apenas o tamanho da particula (Figuras 1 e 5); (3) elevada resisténcia a
fotodegradacao, uma taxa 100 vezes menor daquelas apresentadas pelos os corantes
organicos convencionais (isso permite que QDs sejam utilizados para monitorar
estudos biolégicos em tempo real e por tempos maiores — Figura 6); (4) sdo
eletrodensos, permitindo a visualizacdo destas nanoparticulas por microscopia
eletrbnica de transmissdo e (5) possuem superficie ativa, que possibilita a sua
conjugacdo a moléculas ou até mesmo a outras nanoparticulas (ESTEVE-
TURRILLAS; ABAD-FUENTES, 2013; KAIRDOLF et al., 2013; WU et al., 2003).

Figura 5 — Espectros de absorcédo e emissao dos QDs e dos corantes organicos. Os QDs podem ser
excitados em varios comprimentos de onda, j4 0s corantes convencionais necessitam de excita¢des

em comprimentos de onda especificos para cada tipo de corante utilizado.
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Fonte: Adaptada de SOUZA (2018).

Figura 6 — Resisténcia a fotodegradacdo dos QDs ao longo do tempo. Em vermelho, antigenos
nucleares marcados por QDs (630 nm), os quais permaneceram fluorescentes ao longo do estudo.
Enquanto que os microtibulos marcados pelo corante organico AlexaFluor 488 nm, em verde,

tornaram-se indetectaveis a partir de 120 segundos, devido a fotodegradacao do corante.
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Fonte: Adaptada de WU et al. (2003).

A reducdo do tamanho dos materiais (de macro para nano) resulta em um
aumento relativo da area superficial. Este aumento significativo contribui para que o
namero de atomos na superficie com ligacées nao compartilhadas tenha um papel
mais significativo, que no caso dos QDs esta associado aos defeitos de superficies do
material, como mostra a Figura 7, resultando na diminui¢éo da eficiéncia de luz emitida
por esses nanossistemas (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Figura 7 — (A) Presenca da camada de passivacdo nos QDs de estrutura core/shell promove
aprimoramento da emissao de fluorescéncia, por intensidade e estreitamento da largura do espectro
(FWHM, do inglés, full width at half maximum e se refere & largura do espectro de emissdo a meia altura
da intensidade maxima). (B) Na auséncia do shell, os elétrons interagem com “armadilhas” geradas
pelos defeitos de superficie, comprometendo a qualidade da fluorescéncia. A direita temos o
comportamento espectral para ambas as condi¢des A e B descritas, sendo os espectros de absorcao

em linha cinza e emissao em linha preta.
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Fonte: Adaptada de MARTINS; TRINDADE (2012).

Os defeitos levam a formacdo de niveis intermediarios entre a BV e a BC

ocasionando uma diminuicdo da intensidade de luminescéncia dos nanocristais.
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Esses niveis favorecem a perda de energia do elétron, ja que ao invés do elétron
decair diretamente da BC para a BV, ele passara por esses niveis intermediarios até
chegar a BV (Figura 7B). Por isso, essas ligagcdes sao chamadas de “armadilhas”.
Assim, na presenca de defeitos, ha diminuicdo da intensidade e da qualidade da
emisséao de fluorescéncia pelos nanocristais.

Uma alternativa para solucionar este problema, ou minimiza-lo, € o crescimento
de uma monocamada (“casca” — processo chamado de passivacao) constituida por
outro material semicondutor, geralmente de maior Eg que o do semicondutor que
forma o nucleo da nanoparticula. Ao final do processo de sintese, tem-se uma
estrutura do tipo nucleo/casca ou core/shell. Este processo diminui os defeitos de
superficie, responsaveis pelo comprometimento da qualidade da emissdo desses
nanocristais, aperfeicoando suas propriedades fluorescentes, assim como mostra a
Figura 7A (MARTINS; TRINDADE, 2012; SILVA et al., 2010).

Na sintese aquosa coloidal muitos QDs séo binarios e preparados a partir de
precursores da familia 1IB e VIA da antiga tabela periddica. Essa sintese é em geral
realizada em pH basico e em temperaturas por volta de 90 a 100 °C, ademais utiliza
um agente estabilizante que tem a funcdo de controlar o crescimento do nucleo e
evitar a aglomeracédo das nanoparticulas (SILVA et al., 2010; SUKHANOVA; NABIEV,
2008).

Os principais agentes estabilizantes utilizados no preparo de QDs em meio
aquoso apresentam o grupamento tiol (-SH) em sua estrutura, e devido a presenca
do enxofre, estes compostos também atuam na constru¢éo da camada de passivacao.
Além disso, os agentes estabilizantes podem conferir cargas aos QDs, mantendo nao
s6 as particulas afastadas em suspensdo como também conferindo grau de
funcionalidades as mesmas. Por atuarem como ponte quimica nas interacdes dos
QDs com moléculas orgéanicas, os estabilizantes muitas vezes sdo também chamados
de agentes funcionalizantes. Dentre os estabilizantes mais utilizados, destacam-se o
acido mercaptoacético (AMA), acido 3-mercaptopropibnico (AMP), acido
mercaptossuccinico (AMS), L-cisteina (CIS) e cisteamina (CISTM), que apresentam
acidos carboxilicos e/ou aminas em sua estrutura (PASSOS et al., 2016; ROGACH et
al., 2007; FONTES et al., 2012).

Ao final da sintese temos, portanto, uma nanoestrutura complexa que é

composta por camadas, sendo que: (1) o nucleo da nanoparticula determina sua
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emissdo, (2) a camada de passivacdo determina a intensidade e qualidade da
emissao e a fotoestabilidade e, por fim, (3) a camada orgéanica e mais externa, de
agente estabilizante/funcionalizante, determina a sua estabilidade quimica e o grau
de funcionalidade em relacdo a marcacédo do sistema biolégico de interesse (Figura
8).

Figura 8 — Esquema de um quantum dot funcionalizado quimicamente para sua utilizagdo como

marcador fluorescente.
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Fonte: Adaptada de CESAR (2014).

Essa superficie ativa dos QDs permite a interacdo dessas nanoparticulas com
biomoléculas, tais como aminoacidos, proteinas e carboidratos que vdo dar um
direcionamento biol6gico mais especifico a esses QDs. Por isso, os QDs tém atraido
o0 interesse de diversos pesquisadores na area das Ciéncias da Vida, sendo Uteis em
ensaios bioanaliticos, na aquisicdo de imagens in vitro de células e tecidos, bem como
de imagens in vivo de pequenos animais e também no diagndstico e compreenséo da
biologia celular do cancer e de outras doencas (CABRAL FILHO et al., 2016; ESTEVE-
TURRILLAS; ABAD-FUENTES, 2013; KAIRDOLF et al., 2013). Além disso, € possivel
conjugar os QDs a outros compostos que possuam grupos funcionais ou a outras
nanoparticulas, desenvolvendo sistemas inovadores aplicaveis em mais de uma
modalidade de imagem (CABRAL FILHO et al., 2018; KOKTYSH; BRIGHT; PHAM,
2011; PEREIRA et al., 2019).

2.2 CONJUGACAO DE QUANTUM DOTS
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Nas ultimas décadas um dos maiores desafios desde o desenvolvimento dos
QDs tém sido sua conjugacéao efetiva com moléculas para aplicacdo biologica sitio-
especifica (PEREIRA et al., 2019). Em 1998, Bruchez e co-autores empregaram QDs
de CdSe sintetizados por uma rota hidrofébica revestidos com silica e conjugados com
biotina, usando uma estratégia de biotina-estreptavidina para marcacgao especifica dos
filamentos de actina nas células 3T3 (fibroblasto de rato). Ao mesmo tempo e
independentemente, Chan e Nie (1998) descreveram conjugados de QDs de CdSe
com duas proteinas, 1gG e transferrina, utilizando como agente de acoplamento
carbodiimidas que propiciam conjugagéo covalente entre as carboxilas dos QDs com
as aminas das proteinas. Desde essa época, diferentes estratégias de conjugacéo
para QDs vém sendo utilizadas, e com elas surgem novas possiblidades de aplicac6es
para essa classe de sonda fluorescente (CHAN; NIE, 1998; FOUBERT et al., 2016;
PEREIRA et al., 2019).

Os procedimentos de conjugacao, entre os QDs e moléculas, apresentam
diferentes mecanismos de reacao, sendo importante levar em consideracdo alguns
parametros/fatores, como: (i) a atividade natural da biomolécula ndo pode ser afetada;
(i) as propriedades 6pticas dos QDs ndo podem ser alteradas; (iii) € necessario o
controle no numero de biomolécula na superficie do QD e dos agentes de
acoplamento; (iv) deve-se obter bioconjugados estaveis em condicdes fisioldgicas; (V)
o bioconjugado deve ter as ligacBes inespecificas com os sistemas biologicos
minimizadas; (vi) os conjugados necessitam ter reprodutibilidade. Devido a essa
conjuntura de fatores, a conjugacado entre QDs a diferentes biomoléculas ainda é um
desafio para pesquisadores que trabalham nessa area, pois cada biomolécula tem
comportamento e estruturas diferentes (CABRAL FILHO et al., 2015, 2016; JIN;
HILDEBRANDT, 2012). A seguir serdo relatadas as estratégias mais utilizadas, bem
como as técnicas de avaliacdo de conjugacdo mais empregadas. Outras técnicas e
mais detalhes relacionados a conjugacdo podem ser encontrados no nosso artigo de
revisao publicado no Journal of Brazilian Chemical Society, disponivel como apéndice
a essa dissertacao (PEREIRA et al., 2019).

2.2.1 Estratégia de Conjugacao
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Existem diferentes tipos de conjugacfes quimicas entre os QDs e outros
compostos como nanoparticulas e/ou biomoléculas. Sendo utilizadas estratégias do
tipo covalente e ndo covalente. Na conjugacéo covalente, faz-se necessario o uso de
agentes de acoplamentos para favorecer a ligacdo entre a superficie dos QDs
funcionalizada e grupos funcionais presentes na biomolécula, como radicais
carboxilicos e aminas (Figura 9). Ja as conjugacdes nao covalentes sdo baseadas em
interacdes, tais como: adsorcao, ligacao direta a superficie dos QDs ou afinidade da
estreptavidina-biotina, assim como também esquematizado na Figura 9 (FOUBERT et
al., 2016; HERMANSON, 2013).

Figura 9 — Esquema de conjugacdes covalente (para ligacdo amida) e n&o covalente.
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FONTE: A autora (2019).

2.2.1.1 Conjugacao Covalente

A escolha de mediadores para a conjugacéo covalente depende dos grupos
funcionais dos QDs e das biomoléculas envolvidas. Os principais agentes de
acoplamento empregados quando a promocao de ligacdo amida sédo o 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)carbodiimida) (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS ou também o
Sulfo-NHS), ja a ligacdo amina-tiol pode ser favorecida pelo sulfo-SMCC
(sulfossuccinimidil 4-(N-maleimidomethil)ciclohexano-1-carboxilato) e, entre aminas,
o glutaraldeido pode ser utilizado (HERMANSON, 2013).



33

Em particular, o EDC ou EDAC sao agentes altamente reativos com é&cidos
carboxilicos para promover ligacdo amida com componentes aminados. O EDC
interage com a carboxila disponivel, por meio da carbodiimida (-N=C=N-), formando a
o-acilisouréia, que € um intermediario altamente reativo, com tempo de vida curto.
Além disso, para obter um aumento do rendimento e um aprimoramento na cinética
do processo, pode-se adicionar o NHS (ou Sulfo-NHS). A hidroxila do NHS interage
com o complexo reativo o-acilisouréia formando o intermediario NHS éster, o qual
apresenta maior estabilidade e interage com as aminas primarias, promovendo a
formacao da ligacdo amida e a consequente conjugacgao, esquematizado na Figura
10 (BENOITON, 2006; HERMANSON, 2013; PEREIRA et al., 2019).

Figura 10 — Esquema de conjuga¢do covalente entre componentes carboxilados e aminados. O

componente carboxilado é ativado por EDC/NHS para formar uma ligagdo amida com componente

aminado.
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Fonte: Adaptada de WANG et al. (2012).

2.2.1.2 Conjugacao Nao Covalente

A conjugacdo por adsorcdo é baseada em interacdes eletrostaticas e/ou
hidrofébicas (Van der Waals). Por ndo usufruir de mediadores, essa metodologia
torna-se mais simples e economicamente satisfatéria, entretanto esse tipo de
interacdo pode ser suscetivel as condicbes do meio, como pH, forca idnica e
temperatura, sendo as vezes menos estaveis que as estratégias por conjugacao
covalente (FOUBERT et al., 2016; HERMANSON, 2013). J& a conjugacao de alta
afinidade entre a avidina ou estreptavidina e a biotina apresentam-se como uma das
interacdes ndo covalentes mais fortes, apresentando resisténcia a alteragdo no pH,
sais de tampao, temperatura e manipulacédo de procedimentos. Contudo, devido ao

tamanho potencialmente grande da composicao final e o custo dos reagentes, torna-
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se uma das estratégias menos popular (DIAMANDIS; CHRISTOPOULQOS, 1991;
HERMANSON, 2013).

Outra estratégia de ligacdo ndo covalente é a ligacado direta, na qual as
biomoléculas se ligam diretamente a superficie dos QDs, sendo favorecida por
interacdes dativas — aquela formada pela doacéo de dois elétrons por um Gnico atomo
de biomolécula. Esse tipo de conjugacdo necessita de menor energia que as ligacdes
covalentes, assim podem ser sensiveis ao pH, a oxidacéo e as trocas de moléculas
semelhantes (ALIVISATOS; GU; LARABELL, 2005; FOUBERT et al., 2016;
HERMANSON, 2013). Exemplos dessa estratégia séo conjugac¢des com biomoléculas
com residuos tiol disponivel, para as quais o grupo sulfidrila das moléculas tioladas
podem estabelecer ligagdes dativas com o metal presente nos QDs. O principal
desafio dessa interacdo é a necessidade do residuo tiol na molécula (FOUBERT et
al., 2016; HERMANSON, 2013; SAPSFORD et al., 2006).

Os processos de conjugacédo ainda sao desafiadores, pois podem comprometer
a qualidade da fluorescéncia dos QDs, bem como a atividade dos componentes que
se deseja associar a eles. Assim, é crucial eleger a estratégia de conjugacdo mais
apropriada e investir em estudos de avaliagcdo da conjugacao a fim de monitorar e
aperfeicoar esse processo (CABRAL FILHO et al., 2015; CARVALHO et al., 2014).

2.2.2 Técnicas de Confirmacéo de Conjugacao

Técnicas de caracterizacbes sdo fundamentais para avaliar o método de
conjugacao, varios pesquisadores as utilizam rotineiramente. As técnicas mais citadas
sdo a espectroscopia por correlacdo de fluorescéncia (FCS), espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR), eletroforese, ensaio de
microplaca fluorescente (EMF), potencial zeta e espalhamento dinamico da luz (DLS).
Dentre todas, a técnica de FCS é a mais recente e chama atencdo por sua alta
sensibilidade, uma vez que permite avaliar conjugados com grande e pequenas
moléculas (PEREIRA et al., 2019).

2.2.2.1 Espectroscopia por Correlacdo de Fluorescéncia
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A técnica de FCS utiliza um microscépio confocal para detectar a difusédo de
moléculas ou particulas em um volume focal definido por um laser, gerando flutuacdes
de fluorescéncia devido ao movimento browniano (SHAO et al., 2009). Essas
flutuagcbes sdo detectadas obtendo-se uma curva de autocorrelacdo que interliga os
eventos em funcdo do tempo, como esquematizado na Figura 11 para QDs e seus
respectivos conjugados. O FCS fornece informacgbes relacionadas ao tamanho,
numero de moléculas fluorescentes ou particulas, velocidade de difusdo, bem como
interacdes entre moléculas (HAN; DING; JU, 2011).

Na Figura 11 nota-se que quando os QDs passam no foco do laser apresentam
um tempo de difusdo menor, portanto a curva serd deslocada para esquerda. Ja
guando os QDs estdo conjugados a moléculas o tempo de difusédo € maior e a curva
se desloca para direita (THOMAZ et al., 2015).

Figura 11 — Alteracao do tempo de difusdo do QD sozinho (difusdo rapida) e conjugado (difuséo lenta).
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Fonte: Adaptada de PEREIRA et al. (2019).

O FCS é uma técnica altamente sensivel, visto que sua faixa de detecgéo € na
concentracdo de nanomolar (nM), por essa razdo esse método vem sendo cada vez
mais explorado para estudos de bioconjugacéo, utilizando ndo so diferencas no tempo
de difusdo como também as medidas do raio hidrodindmico, no caso de

nanoparticulas como os QDs (THOMAZ et al., 2014). Assim, se as particulas da
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amostra, entrando e saindo do volume focal, forem esféricas, pode-se relacionar a

elas um raio hidrodinamico, o qual é calculado a partir da Eq. 1:

kpT kpT
D= -—2-=PR= -2 Eq. 1
6mnR 6mnD

onde kg € a constante de Boltzmann, T € a temperatura, n é a viscosidade do meio e
D é o coeficiente de difusdo. No entanto, pode-se usar a definicdo do tempo médio de

difusédo (Eq. 2) e calcular o raio hidrodinamico obtendo =% da curva de autocorrelacao:

Tp = — Eq2

Contudo para obter o raio lateral do volume focal do laser (wx) é necessario
uma calibracdo usando uma substancia com coeficiente de difusdo conhecido, como
0 corante rodamina, uma vez que € o Unico parametro dificil de medir (SHAO et al.,

2009). Dessa forma, o raio hidrodinamico pode ser dado, segundo a Eq. 3:

R = 8T Eq. 3

6mnw?

Por exemplo, Cabral Filho et al. (2015) utilizaram a técnica de FCS para
confirmar a conjugacao entre QDs de CdTe e anticorpos anti-A e anti-B contra
antigenos do grupo sanguineo ABO através dos tempos de difusdo e diametros
hidrodinamicos (Dn). Os autores observaram que o QD sozinho apresentou Du = 3,8
nm e seus conjugados associados ao anti-A e anti-B exibiram Dn= 20,4 nm e 18,5 nm,
respectivamente. Pereira et al. (2019) também utilizaram a técnica de FCS para
confirmar e diferenciar a conjugacéo de QDs de CdTe a quelatos de gadolinio (Gd®*)
em duas proporc¢des diferentes, 1/20 e 1/30 (QD/quelato). Atraves do FCS, os autores
obtiveram tempos médio de difusdo de aproximadamente 127 us para QDs sozinho,
646 ps e 1.141 s para nanossistemas bimodais de 20 e 30 quelatos, respectivamente,
além disso foram obtidos raios hidrodinamicos para o QD sozinho (ca. 3,1 nm), e
conjugados 1/20 e 1/30, sendo ca. 15,9 e 28,2 nm, respectivamente. Nesse contexto,
pode-se concluir que o FCS é uma valiosa técnica de caracteriza¢cdo dos conjugados

baseados em QDs.



37

2.3 APLICACOES DOS QUANTUM DOTS

Um grande numero de ensaios baseados em fluorescéncia utilizam corantes
organicos associados a moléculas, contudo esses marcadores apresentam
limitagbes. Com o passar dos anos outros tipos de sondas vém chamando a atencao,
por atender melhor as demandas das analises. Deste modo, os QDs vém se
destacando como candidatos versateis para ensaios in vitro e in vivo, jA que
apresentam propriedades Opticas uUnicas e preenchem, em varios aspectos, as
desvantagens associadas aos corantes tradicionais, assim como previamente
mencionado na secdo 3.1 dessa dissertacdo (RESHMA; MOHANAN, 2019).

Os primeiros estudos realizados utilizaram os QDs como sondas inespecificas
(LIRA et al., 2012; SMITH; GIORGIO, 2009) para compreender os mecanismos de
interacdo destes nanocristais com 0s sistemas bioldgicos e assim avaliar o seu
potencial para aplicacdes bioldgicas especificas (CLIFT; STONE, 2012). Desde entao,
diversos trabalhos envolvendo diferentes tipos de aplicacdes ja foram reportados, tais
como: marcac0des in vitro e in vivo, analises bioanaliticas, como deteccao de proteinas,
DNA e outras biomoléculas, utilizando como por exemplo até mesmo o fenébmeno de
transferéncia de energia de ressonancia por fluorescéncia (FRET) (GOLDMAN et al.,
2002; RESHMA; MOHANAN, 2019; PEREIRA et al., 2019). Além da aplicabilidade em
diagnéstico por imagens Opticas, o potencial fotossensilizador desses nanocristais foi
também investigado para a terapia fotodinamica (MALIK; WANI; HASHIM, 2012; QI et
al., 2011; SAMIA; DAYAL; BURDA, 2006; VIANA et al., 2015).

Diferentes pesquisadores aplicaram conjugados de QDs de alta especificidade
para a deteccdo de antigenos, receptores ou outras moléculas em superficie de
eritrécitos, células e tecidos cancerosos e assim possibilitar a identificacdo e a
caracterizacao de processos envolvidos ou ndo com patologias (CUNHA et al., 2018).
Cabral Filho et al. (2015), por exemplo, demonstram a aplicacdo dos QDs para
fenotipar antigenos eritrocitarios. Para isso 0s autores conjugaram os QDs aos
anticorpos anti-A, anti-B e anti-H, e avaliaram a capacidade dos conjugados de
distinguir grupos ABO e subtipos do grupo sanguineo A através da marcacéo
fluorescente por citometria de fluxo, seus resultados foram bem-sucedidos e se

apresentaram como alternativa complementar aos métodos tradicionais.
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Mangeolle et al. (2019) prepararam conjugados de QDs de CdSe/CdS/ZnS
associados ao acido félico para estudar esferoides de células KB (linhagem derivada
de carcinoma epitelial cervical humano) e observaram a marcacéao dos receptores de
folato por microscopia de fluorescéncia.

Atualmente, o interesse em conjugagdes com aplicabilidade mdaltipla vem
também aumentando, como no caso de preparacdes de conjugados multimodais com
propriedades fluorescentes, magnéticas e com especificidade para um determinado
alvo celular. Cabral Filho et al. (2018) desenvolveram uma nova nanossonda
multimodal baseada em QDs, nanoparticulas magnéticas e holo-transferrina humana,
que propiciou analises por diferentes técnicas como microscopia de fluorescéncia,
ressonancia magnética e citometria de fluxo, com especificidade bioquimica para
receptores de transferrina. Eles comprovaram a especificidade do nanossistema
através do padrédo de marcacgédo (Figura 12) e ensaios de saturagdo utilizando células
HeLa (carcinoma epitelial cervical humano), além de demostrar que as propriedades

Opticas e magnéticas se mantiveram, ap0s a conjugacao a transferrina.

Figura 12 — Marcacé&o de células HelLa pelo nanossistema multimodal baseado em QDs, nanoparticulas
magnéticas e transferrina. Em vermelho vesiculas de endocitose da nanossonda via receptor de

transferrina e em azul o corante de nucleo pelo Hoechst. Escala = 10 um.

Fonte: Adaptada de CABRAL FILHO et al. (2018).

Com o sucesso das aplicagdes in vitro os pesquisadores comecaram tambéem

a testar os marcadores baseados em QDs para imagens in vivo. Os primeiros
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pesquisadores a demostrar uma biodistribuicdo dos QDs foram Schipper et al. (2007),
eles utilizaram QDs de CdSe comercialmente disponiveis em ratos vivos para 0s quais
foi observada uma rapida captacéao das nanoparticulas pelo figado e baco, com maior
acumulo no figado, apés alguns minutos (Figura 13). Desde entdo muitos
pesquisadores comecaram a aplicar sistemas baseados em QDs para imagem in vivo,
Xiao et al. (2019), por exemplo, usaram QDs de silica associados ao gadolinio para
demostrar a aplicacdo desse sistema no rastreamento fluorescente e sua atuacéo
como agente de contraste por ressonancia magnética. Neste estudo os autores
utilizaram ratos e peixe-zebra como modelos animais. Os resultados comprovaram a
baixa toxicidade do nanossistema, indicando o nanossistema como potencial agente
em estudos de processos in vivo.

Atualmente, ha varios estudos com aplicacdo in vivo usufruindo de diferentes
sistemas baseados em QDs, como também distintos sistemas bioldégicos como
modelo experimental. Entretanto, estudos sobre a eliminacéo e toxicidade dos QDs
ainda sao necessarios (HARDMAN, 2006; KUMAR, 2017; NEL et al., 2006; WAGNER
et al., 2019).

Figura 13 — Imagem in vivo de camundongo com QDs injetados. QD525-carboxilado (primeira coluna),
QD525-aminado (segunda coluna), QD800-carboxilado (terceira coluna) e QD800-aminado (quarta

coluna). Cortes coronais (linha superior), sagitais (linha média) e transversais (linha inferior).

Fonte: Adaptado de SCHIPPER et al. (2007).
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Assim vemos que os QDs séo versateis e promissoras ferramentas para auxiliar
na compreensdo de processos biolégicos. Uma vez que, conjugados eficientes
permitem a obtencdo de informacgdes biolégicas acerca da localizacdo espacial e
temporal, detalhes morfologicos e resolucdo ao nivel celular e molecular (WEGNER;
HILDEBRANDT, 2015).

2.4 MEMBRANA CELULAR

As células sé@o envolvidas por uma membrana plasmética de 6 a 10 nm de
espessura composta por carboidratos, proteinas e lipidios. Essa membrana delimita a
célula como também exibe estruturas que desempenham atividades complexas,
como: (i) deslocamento de substancias pelo citoplasma; (i) constituem barreiras
permeaveis e seletivas; (iii) fornecem barreira fisica; (iv) participam dos processos de
exocitose e endocitose; (v) apresentam moléculas de reconhecimento celular; (vi)
possuem receptores que interagem especificamente com moléculas provenientes do
exterior (DE ROBERTIS; HIB, 2004).

Além disso, um estudo sobre a migracao celular, realizado em 1960, propiciou
a descoberta da carga eletronegativa da membrana através de um ensaio de
eletroforese, o qual contribuiu para a descoberta do glicocalix (SCHAUER,;
KAMERLING, 2018). O glicocalix esta relacionado a funcdes na membrana celular,
tais quais: (i) adesdao celular; (ii) reconhecimento célula-célula; (iii) sinalizacao celular.
Assim, alteragbes no glicocdlix, como a diminuicio ou aumento da carga
eletronegativa, podem resultar em mudancas na adesdo, modificacbes na

conformacao celular e morfologia da membrana (LAHIR, 2017).

2.4.1 Receptor de Folato

O receptor de folato (RF) é uma glicoproteina de membrana ligadora de folato
com peso molecular de 38 — 40 kDa, com localizacdo geralmente apical, e tem
afinidade pelo acido folico (AF), Figura 14 (WALTERS et al., 2013; WANG; LOW,
1998). A dindamica do RF ocorre quando o AF se liga e o complexo RF-AF é endocitado
para o citoplasma da célula. Apos a captacdo, o AF é convertido a poliglutamato de

folato para que possa ser armazenado. Logo apdés, os RFs séo reciclados, ou seja,
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retornam a membrana plasmatica — o transporte de AF pelo receptor € unidirecional
para o citoplasma como esquematizado na Figura 15. A regulacdo de AF nessa
dindmica é limitada pela quantidade de RF presente na membrana celular, bem como
pela quantidade de AF armazenada no interior da célula (WALTERS et al., 2013;
WANG; LOW, 1998).

Figura 14 — Estrutura molecular do acido félico.
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Fonte: Adaptado de LEAMON; REDDY (2004).
Figura 15 — Representacéo da endocitose mediada por RF.
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Fonte: A autora (2019).

Alguns trabalhos vém estudando a expressao aumentada dos RFs em células
e tecidos cancerosos de ovario, mama, reto, pulméo, bexiga, rim e de nasofaringe,
guando comparadas aos tecidos normais. Em alguns canceres nos estagios iniciais
ou até mesmo em estados indiferenciados, os RFs podem estar superexpressos. Esse

microambiente pode acabar dando suporte para um crescimento tumoral rapido e
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descontrolado, o qual € observado nos tumores mais agressivos. Alguns trabalhos
também sugeriram que o0 aumento na expressao dos RFs pode estar associado com
a progressao do tumor (KELEMEN, 2006; LEAMON; LOW, 1991; MIOTTI et al., 1997,
ROSS; CHAUDHURI; RATNAM, 1994; WALTERS et al., 2013; YU; YAN; WU, 2017).
Outros trabalhos tém relacionado o aumento de RFs ndo s6 a progressdo como
também ao risco de recorréncia, estando presente em tumores que sado triplo
negativos — receptores estrogeno, progesterona e HER2 (Fator de crescimento
epidérmico humano receptor-tipo 2) (GINTER et al., 2017a; KUMAR et al., 2017; YU,
YAN; WU, 2017). Os RFs apresentam um baixo peso molecular e alto grau de
especificidade, por esses fatores os pesquisadores vém estudando a utilizacdo desse
receptor como alvo tanto para auxiliar no diagndstico, quanto para guiar terapias mais
eficientes para o cancer, bem como para compreender melhor a biologia celular dessa
doenca multifatorial (BWATANGLANG et al., 2016b; SONG et al., 2009; VERGOTE;
MARTH; COLEMAN, 2015; VIMALA et al., 2017).

A associacdo da endocitose mediada pelos RFs com AFs marcados por
compostos fluorescentes pode ser uma ferramenta interessante para se obter
informagdes sobre a quantidade de receptores funcionais e sua internalizacdo pela
célula em estudo (DU et al., 2011; GESZKE et al., 2011; MOROSINI et al., 2011;
SINGH et al., 2015). Bwatanglang et al. (2016), por exemplo, usaram QDs de Mn-ZnS
ligados ao farmaco 5-fluorouracil (anticancerigeno) para estudar a efetividade do
direcionamento desse composto aos RFs. Os autores utilizaram células de cancer de
mama bem como analisaram camundongos portadores de tumor para monitorar a
acao dos QDs-5-fluorouracil conjugados ao AF e sem conjuga-los. De acordo com 0s
resultados foi demostrado que a presenca do AF no conjugado apresentou efeito
antitumoral seletivo e foi mais efetivo do que aquele sem a presenca do AF.

Suriamoorthy et al. (2010) elaboraram conjugados constituidos por QDs de
CdTe ligados covalentemente ao AF, através do agente de acoplamento EDC. Os
autores incubaram os QDs sozinhos e os conjugados QDs-AF com duas linhagens de
células tumorais: KB — expressa RFs — e A549 (carcinoma de pulm&o humano) — sem
expressdo de RFs. Foi observado que as células KB apresentaram alta marcacéo
quando incubadas com o conjugado QDs-AF e baixa marcacdo com QDs sozinhos, ja
as células A549 demostraram baixa marcacdo ao ser incubada com QDs-AFs,

demonstrando o potencial do conjugado para estudo de RFs, mediado pelo AF, em
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células tumorais. Bharali et al. (2005) também utilizaram as mesmas linhagens
celulares citadas anteriormente, no entanto os autores desenvolveram conjugados de
AF com QDs de InP-ZnS estabilizados com acido mercaptoacético. A analise foi feita
através de microscopia confocal com excitagdo por dois fétons, sendo demostrado
gue essa associagado apresenta potencial para se adquirir imagens de tecidos mais
profundos, e que este resultado corrobora com o do autor anteriormente citado.

Morosini et al. (2011) usaram bioconjugados de QDs de CdTe com AF para um
estudo de terapia fotodindmica em células KB (RF+) e HT-29 (adenocarcinoma
colorretal humano — RF-). Os autores observaram uma diferenga estatisticamente
significativa na eficiéncia fotodinamica entre as células ao utilizarem o conjugado,
tendo assim um melhor direcionamento a uma resposta do tratamento. Desse modo
0 estudo permitiu validar a capacidade dos QDs como um potencial fotossensibilizador
para terapia dinamica.

Portanto, QDs conjugados ao AF apresentam grande potencial para estudos
bioldgicos, uma vez que também ha ainda poucos trabalhos que exploraram esse tipo
de conjugado para o estudo da dindmica do RFs. Essa ferramenta, portanto, se mostra

promissora para ajudar a um melhor entendimento da biologia celular do cancer.

2.4.2 Acido Sialico

Dentre as distintas estruturas dos glicoconjugados na membrana, o acido
sidlico (AS) destaca-se como uma familia de carboidratos complexos de nove
carbonos, normalmente ligados a outros carboidratos por meio de ligacbes a-
cetosidicas. O AS ocorre na natureza em 50 tipos diferentes, sendo o acido N-
acetilneuraminico (Figura 16) o mais abundante em organismos eucariotos.
Localizados habitualmente nas posicbes terminais das cadeias de acucar na
superficie celular, os ASs estdo intimamente associados a processos bioldgicos
essenciais a manutencdo da vida, tais como; mediadores na adesao célula-célula,
mediadores na comunicacgao intercelular, renovadores celulares, e como receptores
para bactérias e virus (BLAUM; STEHLE, 2019; KIEFEL; ITZSTEIN, 1999; KIEFEL;
VON ITZSTEIN, 2002; SCHAUER; KAMERLING, 2018; SEARS; WONG, 1999;
WILSON; ITZSTEIN, 2003).
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Figura 16 — Estrutura molecular do acido N-acetilneuraminico.
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Fonte: Adaptado de SCHAUER; KAMERLING (2018).

Devido a sua carga negativa o AS contribui para vérias funcdes biofisicas em
varios sistemas biologicos. Por exemplo, a carga negativa atribuida pelo AS aos
eritrécitos humanos corresponde a mais de 70%, e atua impedindo a agrega¢édo dos
eritrécitos na circulacdo sanguinea (HUANG et al., 2016; STRATTON et al., 1973).
Supdbe-se que alteracBes celulares, como as associadas com as hemoglobinopatias,
também contribuam para a perda de AS, e como consequéncia, para a reducédo da
carga elétrica negativa das membranas desses eritrocitos, favorecendo a aglutinacdo
eritrocitaria na microvasculacao e a oclusdo vascular em portadores dessas doencas
hematol6gicas (BASU et al., 2008; YEDGAR; KOSHKARYEV; BARSHTEIN, 2002).
Ademais, o AS também atua regulando a renovacgao celular dos eritrocitos que tém
uma vida média de aproximadamente 120 dias. Essa renovacéo é mediada pela perda
de residuos de ASs presente em nos glicoconjugados da membrana eritrocitaria e
estas células sdo entdo reconhecidas e fagocitadas pelo sistema reticuloendotelial
(HUANG et al., 2016; MAMMEN; CHOI; WHITESIDES, 1998).

Além disso, a carga da membrana celular, conferida pelo AS, pode ter um papel
importante na migragcdo, no potencial de malignidade e no grau invasivo das
neoplasias, contribuindo na infiltracdo preferencial de determinados tipos de tecidos
(BULL etal., 2014; CUIl et al., 2011; HUANG et al., 2016; INAGAKI et al., 2007 WANG
et al., 2009). Modificacdes na quantidade de ASs podem estar também associadas a
varias doengas, como céancer, doengas cardiovasculares e neurolégicas (ANGATA;
VARKI, 2002; DWEK, 1996; LIU et al., 2011; MARU et al., 1996; VARKI, 1991). Essa
sialilacdo alterada pode ocorrer em células malignas levando a uma progressao

acelerada do cancer, incluindo repulséo célula-célula, alteracéo da ligacao de células
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cancerosas a matriz extracelular, migracdo aumentada, atracacdo ao endotélio
vascular e invasao, que facilita a formacao de metastases, levando a doenca a ter um
mau prognostico. Além disso, 0 aumento da sialilacdo pode elevar a possibilidade de
resisténcia das células tumorais a apoptose (SCHAUER; KAMERLING, 2018).
Esforcos crescentes vém sendo feitos para ampliar abordagens eficientes no
monitoramento do AS. Estudos vém buscando entender a complexa maquinaria de
glicosilacdo para o desenvolvimento de terapias mais efetivas para as varias doencas
humanas (CHENG et al.,, 2013; JACOBS et al.,, 2001; KEPPLER et al.,, 2001;
KOELLER; WONG, 2000; LIU et al., 2011; PANAGIOTOPOULOU et al., 2017; XU et
al., 2019).

Atualmente, avancos na glicobiologia impulsionaram a progressdo de novas
estratégias para compreensao da sialilacdo, tal como no cancer. Tais estratégias
podem envolver o uso de moléculas que reconhecem o AS, como o acido fenilborénico
(AFB) e a lectina WGA (Wheat germ agglutinin), associadas a sondas fluorescente
(CHENG et al, 2013; LIU et al, 2011; MATSUNO; SUZUKI, 2008;
PANAGIOTOPOULOU et al., 2017). Liu et al. (2011), por exemplo, demostraram em
seu trabalho que sondas baseadas em QDs ligadas ao acido aminofenilborénico
(AAFB) permitiram a marcacéao e identificacdo das por¢cdes de AS em células PC-12
(feocromocitoma de rato), possibilitando a andlise da dinamica de difusdo do AS.
Dessa maneira, esses autores descobriram que o AS sofre internalizacdo apés a
ligagdo com a sonda fluorescente especifica via endocitose e posteriormente
distribuem-se na regido perinuclear.

Assim sendo, estudos sobre os ASs podem também ajudar na compreensao
da biologia do cancer, visto que essa estrutura abrange muitos processos metabaolicos
cruciais para a manutencdo da doenca, como também desempenha papéis
significativos no reconhecimento celular e modulacdo da permeabilidade da

membrana.
2.4.2.1 Acido Boronico
Pesquisas anteriores constataram que o borato produz complexos estaveis

com compostos que contém grupos hidroxila em uma posi¢cdo favoravel para a

complexacdo de borato (OTSUKA et al.,, 2003). Essa interacdo vem atraindo o
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interesse dos pesquisadores, uma vez que o borato interage com os carboidratos
presente nas membranas de virus, bactérias, fungos e células (SCHAUER,;
KAMERLING, 2018).

O éacido fenilborbnico (AFB) é uma molécula sintética e estavel em meio
aquoso, também conhecida como lectina mimética visto que apresentam funcdes
semelhantes as lectinas naturais, por exemplo, a WGA. O AFB vem demostrando ser
mais favoravel quando comparado as lectinas naturais por apresentar uma maior
estabilidade e menor toxicidade, além de versatilidade no desenho/modulacéo
molecular, bem como a n&o indugéo da adesao celular aos substratos (OTSUKA et
al., 2003; UCHIMURA et al., 2001).

Essas lectinas miméticas apresentam afinidade e seletividade por compostos
de acUcares presentes na membrana celular (HAN; DING; JU, 2011; UCHIMURA et
al., 2001). E observado na literatura que o AFB apresenta complexos estaveis na sua
forma dissociada com acucares contendo estruturas 1,2- ou 1,3-diol — manose,
galactose e glicose — a pHs mais altos do que seu valor de pKa 8,63. Contudo,
pesquisas recentes constaram que o AS, excepcionalmente, pode formar uma ligacéo
estavel com o AFB nao dissociado em pH mais baixo, idealmente préximo ao pH
fisiologico (DOWLUT; HALL, 2006; HAN; DING; JU, 2011; MATSUMOTO et al., 2009;
OTSUKA et al., 2003).

Além da seletividade no reconhecimento celular ser dependente do pH, Su et
al. (2017) observaram que a estruturacdo do AFB é bastante relacionada as variacdes
do pH do meio. A molécula de &cido borénico é hidrolisada gradualmente com a
alteracdo do pH 7 para o valor do pKa. Ao aumentar o pH ambiente do AFB as
hidroxilas (OH) comecam a se alterar para um estagio trimero — trés estruturas
adjacentes — como observado na Figura 17. Logo, o aumento do pH ambiente (pH >
10) impossibilita a ligacdo do AFB aos acguUcares por interacdes entre as moléculas,

como também diminui o direcionamento nos estudos relacionados ao AS.

Figura 17 — Esquema da cinética de reacdo do AFB em diferentes pH.
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Por apresentar uma aplicagcdo promissora na deteccdo nas glicoproteinas,
varios estudos vém usufruindo do AFB como molécula para terapia, diagnostico,
biossensor e/ou marcacgéao celular (CAO et al., 2015; CHANG et al., 2017; CHENG et
al., 2013; EGAWA et al., 2011; HAN; DING; JU, 2011; LEE et al., 2015; MATSUMOTO
et al., 2009; SANKOH et al., 2016). Cao et al. (2015), por exemplo, desenvolveram
uma plataforma microfluidica, baseada em QDs de CdSeTe conjugados ao acido 3-
aminofenilborénico (AAFB), para mensurar ASs ao nivel de uma Unica célula. A
plataforma foi avaliada através do reconhecimento do AS em células K562 (leucemia
mielogénica crbnica humana) antes e apls tratamento com o farmaco AZT
(azidotimidina). Os autores indicaram que a quantidade de ASs aumentou com o0
tratamento.

Han et al. (2011) conjugaram QDs de CdS ao AAFB para reconhecer os grupos
de AS presentes na célula BGC-823 (carcinoma géastrico humano). Porém, os autores
ndo sO6 usaram o sinal dos QDs ligados as células, como também usaram
nanoparticulas de ouro estabilizadas com acido polisialico que se ligam aos QDs ja
conectados as células propiciando que mais conjugados de QDs-AAFB se ligassem
ao sistema, amplificando assim o sinal. Para confirmag&o da marcagé&o celular foram
realizadas andlises de citometria de fluxo e microscopia confocal, demostrando ser
uma estratégia interessante para estudos citobiolégicos.

Assim, a versatilidade da associacédo dos bordnicos aos QDs podem levar ao
desenvolvimento de nanoplataformas funcionais, simples e versateis capazes de abrir
novos caminhos para a elucidagdo da complexa maquinaria de glicosilacdo e das

funcdes celulares associadas aos glicanos.
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3 CONCLUSOES GERAIS

e QDs de CdTe estabilizados com AMS foram sintetizados com boa estabilidade
coloidal e intensa fluorescéncia na regides espectral do verde e laranja;

e Os QDs foram conjugados eficientemente ao AF na proporcdo 1:25. Esses
conjugados apresentaram intensa fluorescéncia e demostraram ser uma
promissora sonda sitio-especifica para o estudo da dinamica dos RFs nas células.

e As células HeLa e T47D apresentaram maior expressaol/internalizacdo de RFs
guando comparada a MDA-MB231. Enquanto, a MCF7 apresentou poucos RFs
funcionais.

e A taxa de reciclagem de RFs foi baixa para a maioria das células estudas, exceto
para T47D.

e Os QDs conjugados ao AF se mostraram como potenciais ferramentas para a
compreensao da biologia celular do cancer, e assim auxiliar na elucidacao de
mecanismos biolégicos que possam também ajudar ao aprimoramento de terapias
e diagnosticos via RFs.

e A estratégia de conjugacéo utilizada para ligar os QDs ao AMFB foi efetiva, pouco
laboriosa e rapida.

e Os conjugados de QDs-(AMFB) apresentaram intensa fluorescéncia e
demostraram ser eficientes e especificos no reconhecimento do AS, quando
eritrécitos foram utilizados como modelo, antes e apds tratamento com
neuraminidase e ensaios de inibicdo com outros carboidratos.

e Os conjugados de QDs-(AMFB) marcaram eficientemente as células KG-1 e
K562, demostrando ser também uma sonda especifica eficiente para estudar o
perfil de AS em células leucémicas, principalmente considerando que h& poucos
estudos na literatura.

e Os resultados obtidos até 0 momento indicam que as células KG-1 apresentam
um maior conteudo de AS distribuidos de forma mais homogénea na membrana
que as K562.

e Os conjugados de QDs-(AMFB) demonstraram entdo ser promissoras

ferramentas para o estudo do perfil de AS em membranas celulares.
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CQuantum dots ((QDs) are semiconductor nanocrystals, which present unique photophysical
properties, enabling their application as new fluorescent platforms for biomedical sciences.
Codloidal Cs are end-capped with organic or inorganic compounds, not only to prevent their
agglomeration but also to provide reaction sites for the attachment of targeting (biojmolecules,
nanoparticles or other interfaces, for specific biological purposes. The (hiojconjugation can involve
non-covalent or covalent interactions, which can be accomplished through different strategies. The
final assembly needs to maintain its chemical and optical stability and biochemical functionality.
Although a relative good comprehension of the experimental procedures has been established,
the bioconjugation process is still a challenge. The present manuscript aims to review the main
(biojconjugation strategies successfully applied to (QDs, describing the steps necessary (o prepare
stable targeting fAlworescent nanoplatforms, as well as some usual methods used to evaluate and

optimize this process.
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1. Introduction

Nanotechnology is a field that has been attracting
the interest of many research groups and, nanomaterials
have become kev elements for science and technology,
especially due to their physicochemical properties that can
be controlled according to their size andfor shape. A class
of emercing nanomaterials is the quantum dots (QDs),
fluorescent semiconductor nanocrystals with diameters
from about 2 to 10 nm. These nanostructures have proved
to be a powerful tool to develop electroluminescent
devices, optical switching systems, photovoltaic cells, and
miore recently biomedical nanoprobes. 2 The “discovery™
of QDs was ascribed to Alexei Ekimov, a Russian
phvsicist that synthesized, for the first time {in 1981},

*e-mail: beste saegesserd pmail com

CuCl;, semiconductor microcrystals in a glass matrix?
Another important Russian researcher was Alexander
Efros, who established the first theoretical principles
for QD= i.e., he explained the optical behavior of this
special class of semiconductors by electron confinement.
These findings lead Ekimov and Efros? in 1983, to study
quantum size effects in semiconductors. The authors
observed an appreciable variation in the QDs wavelength
emission to low values when their size was decreased.
Concurrently and motivated by these discoveries, the
American chemist Louis Brus synthesized the first colloidal
suspensions of CdS QDs* Nevertheless, when QDs were
first studied, researchers did not expect that this class of
nanomaterials would be one day useful for biological
applications. However, in 1998, two independent studies
presenting the use of QDs for biological purposas were
publizhed 57
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