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RESUMO

Os pontos quanticos (PQs) sao nanocristais fluorescentes de semicondutores com
propriedades 6pticas singulares. Os quelatos de gadolinio [Gd(IIl)] s&o utilizados como
agentes de contraste (ACs) na técnica de imagem por ressonancia nuclear magnética
(IRM). Combinando-se PQs a quelatos de Gd(lll) é possivel aliar a especificidade e a
sensibilidade dos métodos baseados em fluorescéncia e proporcionar um sinal
paramagnético otimizado para IRM. Assim, o objetivo dessa dissertagdo foi
desenvolver uma nanoplataforma multimodal formada por PQs de CdTe carboxilados,
quelatos do tipo DOTA-Gd(IIl) e a transferrina (Tf), uma vez que receptores de
transferrina (RTfs) podem estar superexpressos em células de cancer, sendo alvos
interessantes para diferentes estudos sobre a biologia do cancer. Para tanto, os
grupos carboxilicos dos PQs foram ativados por agentes de acoplamento para
favorecer a conjugacdo com os ACs de forma covalente, via etilenodiamina. Entéo,
conjugou-se covalentemente o nanossistema obtido com a Tf, utilizando também
agentes de acoplamento para propiciar a interagdo dos grupos carboxilicos dos PQs
com aminas da proteina. As nanossondas foram caracterizadas por relaxometria e
espectroscopias de absorcao e de emissdo. A conjugacao com a Tf foi analisada por
ensaio fluorescente em microplaca (EFM). Para avaliar a efetividade do nanossistema
multimodal e sua especificidade por RTfs, ensaios de marcacéo fluorescente com
células HelLa foram também realizados. A nanossonda multimodal exibiu um tempo
de relaxagéo longitudinal (T1) ca. 4,5x menor que o da 4gua e uma relaxividade
longitudinal (r1) maior que a do quelato molecular: ca. 2x [por Gd(lll)] e 50x [por PQ)]
(a 37 °C e 60 MHz) e manteve a fluorescéncia. Observou-se uma efetiva conjugacao
com a Tf, obtendo-se um sinal de fluorescéncia relativa de ca. 1.130% pelo EFM. Na
citometria de fluxo observou-se uma marcacao de ca. 88% das células Hela, reduzida
para ca. 39% apos saturacao prévia dos RTfs com Tf, sugerindo especificidade para
0 nanossistema. Uma captacéo celular eficiente com padrdo vesicular foi observada
pela microscopia de fluorescéncia. Portanto, a nanoplataforma multimodal 6ptica-
magnética desenvolvida apresentou potencial para ser aplicada em estudos biolégicos

associados ao cancer tendo como alvos os RTfs.

Palavras-chaves: Células de Cancer; Fluorescéncia; Quelatos de Gd(lll); Pontos

Quanticos.



ABSTRACT

Quantum dots (QDs) are fluorescent semiconductor nanocrystals with unique optical
properties. Gadolinium [Gd(III)] chelates have been used as contrast agents (CAS) in
the technique of nuclear magnetic resonance imaging (MRI). Combining QDs with
Gd(lll) chelates, it is possible to join the specificity and sensitivity of fluorescence-
based methods and provide a more effective paramagnetic signal for MRI. Thus, the
objective of this dissertation was to develop a multimodal nanoplatform formed by
carboxyl-coated CdTe QDs, DOTA-GA(lll) chelates, and transferrin (Tf), since
transferrin receptors (TfRs) can be overexpressed in cancer cells, becoming then
interesting targets for studies on the cancer biology. For this purpose, the carboxylic
groups of QDs were activated by coupling agents to favor a covalent conjugation with
CAs, via ethylenediamine. Thus, the nanosystem obtained was covalently conjugated
to Tf, also applying coupling agents to provide the interaction of the carboxyl groups of
QDs with amines of Tf. The nanoprobes were characterized by relaxometry and
absorption and emission spectroscopies. The conjugation to Tf was analyzed by
fluorescent microplate assay (FMA). To assess the effectiveness of the multimodal
nanosystem and its specificity for TfRs, fluorescent labeling assays with HelLa cells
were also performed. The multimodal nanoprobe exhibited a longitudinal relaxation
time (T1) ca. 4.5x smaller than that of water and a longitudinal relaxivity (r1) greater
than that of the molecular chelate: ca. 2x [per Gd(ll1)] and 50x [per QD] (at 37 °C and
60 MHz) and maintained the fluorescence. An effective conjugation with Tf was
observed, obtaining a relative fluorescence signal of ca. 1130% by FMA. The flow
cytometry assay showed a labeling of ca. 88% of HelLa cells, reduced to ca. 39% after
previous saturation of TfRs with Tf, suggesting specificity for the nanosystem. An
efficient cell uptake, with a vesicular pattern, was observed by fluorescence
microscopy. Therefore, the developed optical-magnetic multimodal nanoplatform
showed potential to be applied in biological studies associated with cancer via TfRs.

Keywords: Cancer Cells; Fluorescence; Gd(lll) Chelates; Quantum Dots.
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LISTA DE ILUSTRACOES DO REFERENCIAL TEORICO

Pontos quanticos com a mesma composi¢ao quimica emitindo fluorescéncia em
diferentes comprimentos de onda, sintonizavel com o tamanho.

Esquema representativo do processo de fotoluminescéncia de semicondutores.
A medida que o elétron (e") é excitado, ele migra para a banda de conducéo
(BC), dando origem a um éxciton. Quando ocorre relaxacdo e
consequentemente a recombinagdo excitbnica, a emissdo de fluorescéncia é
gerada. Onde: h* representa o buraco formado na banda de valéncia (BV), pela
excitacdo do elétron.

Ao ser adotado um regime de confinamento quéntico tridimensional, a reducao
do tamanho das particulas de semicondutores resulta no surgimento de niveis
discretos de energia e aumento da E; com a redugcdo do tamanho das
nanoparticulas, e é nessa configuracdo que temos os pontos quanticos.
Resisténcia a fotodegradacéo dos pontos quéanticos (PQs) ao longo do tempo.
Em vermelho, citoesqueleto marcados por PQs (630 nm) permaneceram
fluorescentes ao longo da andlise. J& em verde, o nucleo marcado pelo corante
organico (Alexa Fluor, 488 nm) tornou-se indetectavel a partir de 120 s, devido
a fotodegradacao do corante. Barra de escala 10 ym.

A camada de passivacdo nos pontos quanticos (PQs) compostos por
ndcleo/casca, ou core/shell, otimiza a emissao de fluorescéncia, com um
estreitamento da largura do espectro (FWHM). Quando a camada esta ausente,
os elétrons podem ocupar tais “armadilhas”, favorecendo outros decaimentos
radioativos ndo excitdnicos, interferindo, assim, na qualidade da fluorescéncia
(intensidade e largura espectral). Na parte inferior de imagem encontram-se 0s
espectros de emisséo (linha preta continua) e absorc¢éao (linha cinza pontilhada)
tipicos de cada situagéo.

Esquema nanoestrutural de um ponto quéntico, ilustrando nucleo, camada de
passivacdo e de agentes estabilizantes/funcionalizantes.

Esquema representativo de PQs carboxilados ativados por EDC e Sulfo-NHS
para intera¢cdo com componentes aminados.

Esquema representativo do ensaio fluorescente em microplaca (EFM). Os
controles, s6 pontos quéanticos (PQs) e s6 biomoléculas, vao apresentar baixa
fluorescéncia, enquanto que os conjugados, quando preparados de forma
efetiva, v8o apresentar sinal fluorescente significativo, confirmando a
bioconjugacéo.

Representacédo esquematica da orientacdo energética dos spins nucleares. Na
esquerda, 0s spins estdo orientados de forma aleatéria na auséncia de um
campo magnético externo (Bo = 0). J& na direita, os spins estdo orientados de

forma paralela e antiparalela na presenca do campo (Bo > 0).
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Figura 10 —

Figura 11 —

Figura 12 —

Figura 13 —

Figura 14 —

Figura 15 -

Figura 16 —

Exemplos de imagens ponderadas nos tempos de relaxacéo longitudinal (T1 —
mais claras) e transversal (T, — mais escuras).

Esquema representativo do perfil observado da solucdo de xilenol. Em A:
variagcdo da cor em decorréncia da adicdo de ions Gd(lll). Em B: Espectros
caracteristicos da solugédo de xilenol (em vermelho) e o perfil espectral da
solucao de xilenol na presenca de ions Gd(lll) (em preto).

Representacdo de moléculas de agua realizando uma interacdo com a esfera

interna (centro do ion paramagnético) de quelato de Gd(lll) em solucéo e os

tempos de residéncia da dgua coordenada ao ion metalico central (Tm), o tempo
de rotagdo do complexo (TR) e o tempo de difusdo da agua nas regides

circundantes ao ion (D).

llustracdo esquemética da superficie ativa de PQs carboxilados passiveis para
interagir, apés ativacdo com agentes de acoplamento, e concentrar varios
quelatos de DOTA-Gd(IIl) modificados para conter grupos amina, através da
conjugacdo direta. O resultado € a formacdo de nanossistemas Optico-
magnéticos de PQs-DOTA-Gd(lII).

Esquema representativo do nanossistema 6ptico-magnético desenvolvido pelos
autores. Em A: espectro de emissdo dos PQs, linha continua em vermelho, e
PQs-quelatos de Gd(lll), linha continua em roxo (Aexc = 400 nm). Em B: Imagens
do nanossistema ponderadas em T (3 T), trazendo o aumento do contraste
brilhante, de cinza a branco, a medida que a concentracdo do nanossistema
aumenta. Em C: esquema da preparacédo, na qual foi utilizado o ligante linear
DTPA complexado com Gd(lll) para conjugar na superficie do PQ.

Em A: Imagem de microscopia de fluorescéncia confocal de células HelLa
marcadas pelos nanossistemas PQs-DO3A-Gd(lIl) (em vermelho). Os nucleos
estdo marcados pelo Hoechst (em azul). Barra de escala: 20 um. Em B: IRM do
controle (em preto) e do nanossistema 1/30 PQs:quelatos de Gd(lll) (em cinza).
Em C: Espectros de emissao dos PQs (em preto) e dos sistemas preparados
com as proporgdes 1/20 e 1/30 PQs:quelatos de Gd(lll) (em vermelho e em azul,
respectivamente).

Captacdo do ferro pelas células de organismos vertebrados. Em detalhe,
observa-se a ligacdo da holo-transferrina (Holo-Tf) ao receptor de transferrina
(RTf), sendo esse endocitado na forma de endossomo. Em seguida, o Fe(lll)
sofre reducdo a Fe(ll) e é enviado do endossomo ao citoplasma por meio do
transportador de metais bivalentes (DMT1). Finalmente, a apo-transferrina
(Apo-Tf) retorna & membrana celular e, ao se ligarem novamente aos ions

Fe(lll), reiniciam um novo ciclo.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

PQs Pontos quanticos

ACs Agentes de contraste

IRM Imagem por ressonancia magnética

T1 Tempo de relaxacao longitudinal

T2 Tempo de relaxagéo transversal

Gd(lln fons gadolinio

Tf Transferrina

RTfs Receptores de transferrina

Fe(lll) fons ferro 1l

Fe(ll) fons ferro 1

CdTe Telureto de cadmio

DOTA tetraazacyclododecanetetraacetic acid

BV Banda de valéncia

BC Banda de conducéao

e Elétrons

Eg Bandgap

h* Buraco/hole

FWHM Largura a meia altura

Aexc Raio de Bohr do éxciton

CdSe Seleneto de cadmio

CISTM Cisteamina

AMS Acido mercaptossuccinico

EDC 1-etil-3-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide)

Sulfo-NHS N-hydroxysulfosuccinimide

NHS N-hydroxysuccinimide

Sulfo-SMCC Sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-
carboxylate

FTIR Fourier-Transform Infrared Spectroscopy

FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy

DLS Dynamic Light Scattering

EFM Ensaio fluorescente em microplaca
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CDIF

RMN
Bo

Mo

B1

Xy
DTPA
r

rz

obs
R1,2

diam
R1,2

1/’CM
D

TR

DPAA

Ag2Se
MDA-MB-231
PBS

Holo-Tf
Apo-Tf

DMT1

u87
DBTRG-05MG
INP/ZnS

Constante de Boltzmann

Tempo de difuséao

Viscosidade

Raio lateral do volume focal
Ressonancia magnética nuclear
Campo magnético

Magnetizacao

Campo oscilante

Plano transversal
diethylenetriamine pentaacetic acid
Relaxividade longitudinal
Relaxividade transversal

Taxa de relaxacao longitudinal e transversal observada na
presenca de ions (para)magnéticos

Taxa de relaxacao longitudinal e transversal diamagnética

Taxa de troca das moléculas de agua coordenadas ao ion
central com aquelas presentes no meio

Tempo de difusdo das moléculas de aguas nas proximidades do
complexo que contém o ion (para)magnético

Tempo de rotacdo do complexo (para)magnético
1,4,7-triazacyclononane-1,4-dibis(methylene)dipicolinic acid
Seleneto de prata

Adenocarcinoma mamario humano

Tampao fosfato-salino

Holo-transferrina

Apo-transferrina

Transportador de metais bivalentes

Glioblastoma humano recorrente

Denver Brain Research Group 05

Fosfeto de indio passivado com sulfeto de zinco
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1 INTRODUCAO

As técnicas baseadas em fluorescéncia tém desempenhado um papel
primordial na compreensao dos mais diversos mecanismos bioldgicos, devido a sua
sensibilidade e também especificidade bioguimica. Para tanto, faz-se necessario o
uso de marcadores fluorescentes, preferencialmente associados a moléculas que
possuem afinidades por um alvo bioldgico, pois assim se pode usufruir de todo
potencial das técnicas fluorescentes (MARTYNENKO et al., 2017; SAHL; HELL,
JAKOBS, 2017).

Nesse contexto, os pontos quanticos (PQs), que s&o nanocristais de
semicondutores, tém apresentado um grande destaque como marcadores
fluorescentes por possuirem propriedades 6pticas singulares, tais como: (i) excelente
resisténcia a fotodegradacdo, o que permite analises por tempos prolongados; (ii)
espectro de emissado estreito, o que possibilita multiplas marcacfes simultaneas em
diferentes comprimentos de onda; (iii) fluorescéncia sintonizavel com o tamanho, ou
seja, PQs de mesma composicao quimica podem emitir fluorescéncia em diferentes
regides do espectro eletromagnético e (iv) superficie quimicamente ativa para
conjugacdes com moléculas, outras nanoparticulas ou até mesmo superficies de
eletrodos (PEREIRA et al., 2019a; RESHMA; MOHANAN, 2019).

Os PQs tém sido cada vez mais aplicados em estudos biolégicos, envolvendo
desde aquisi¢do de imagens in vitro de células e tecidos para estudo do cancer, bem
como estudos in vivo e em biossensoriamento de diferentes doencas (MARTYNENKO
etal., 2017; MATEA et al., 2017). Mais recentemente, tém também surgido o interesse
de associar os PQs com compostos que possuem propriedades magnéticas, gerando
assim nanossistemas bimodais 6ptico-magnéticos (CABRERA et al., 2017; PEREIRA
et al., 2019). Dentre 0s compostos magnéticos que vém sendo mais explorados nessa
perspectiva, destacam-se o0s quelatos contendo o ion paramagnético Gd(lll), os quais
ja sédo agentes de contraste (ACs) aplicados clinicamente na técnica de imagem por
ressonancia magnética (IRM) (VERWILST et al., 2015; YAN; SUN; SHEN, 2017).

A IRM se baseia nos principios da ressonancia magnética nuclear (RMN) e a
obtencéo das imagens é baseada na resolucéo espacial de sinais adquiridos a partir
do monitoramento dos tempos de relaxacéo longitudinal (T1) e transversal (T2) dos
spins nucleares dos nlcleos de 'H das moléculas de agua presentes nos tecidos

biolégicos. Através de variacdes encontradas nesses tempos de relaxacdo nos
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diferentes tecidos € possivel observar e diferenciar estruturas biolégicas. A funcao
primordial dos ACs na IRM é otimizar as diferencas observadas entre estruturas
saudaveis e patologicas, 0 que é proporcionado a partir da sua atuagdo na diminuicao
de T1 ou T2. Os quelatos de gadolinio [Gd(lll)], por exemplo, atuam como ACs na
aquisicédo de imagens de IRM ponderadas em T1, fornecendo um contraste brilhante.
Ja ACs ponderados em T2, como é o caso de nanoparticulas superparamagnéticas de
oxido de ferro, apresentam um papel no contraste escuro nas imagens (BOEHM-
STURM et al., 2018; YAN; SUN; SHEN, 2017; ZHOU; LU, 2013).

Assim, o desenvolvimento de nanossistemas bimodais 6ptico-magnéticos
baseados em PQs surge, entéo, na perspectiva de se unir e usufruir, utilizando apenas
uma Unica nanossonda, a sensibilidade e especificidade bioquimica das técnicas
baseadas em fluorescéncia para estudos em nivel celular com a diferenciacao
anatbmica propiciada pela IRM. Além disso, PQs séo capazes de concentrar varios
guelatos de Gd(lll) em sua superficie podendo aumentar a concentracao local de ions
paramagnéticos de maneira mais eficiente, levando a tempos de relaxacdo ainda
menores e favorecendo contrastes ainda mais efetivos. Mesmo ja existindo alguns
trabalhos que envolvam nanossondas baseadas em PQs e quelatos de Gd(lll), ainda
ha uma busca por nanossistemas que possuam uma melhor manutencdo da
fluorescéncia e/ou aprimoramento das propriedades relaxométricas (MCADAMS et al.,
2017; STASIUK et al., 2013; YANG et al., 2017). No entanto, poucos sao ainda os
estudos que trazem aplicagcbes biomédicas com nanossondas bimodais sitio-
especificas para alvos celulares, o que os configuram como nanoplataformas
multimodais (CABRAL FILHO et al., 2018).

Dessa forma, 0s nanossistemas bimodais Optico-magnéticos apresentam um
perfil vantajoso para contribuir para a compreensao biolégica de diferentes doencas,
sob mais de um aspecto, sobretudo quando combinados com biomoléculas, e em
especial para o cancer, uma doenca multifatorial que ainda nos desafia. Um
entendimento mais completo dos eventos biolégicos relacionados ao cancer é
relevante para o desenvolvimento de métodos de diagndsticos mais rapidos e
eficientes e tratamentos mais eficazes (FARZIN et al., 2020; HE et al., 2020). Dentre
as biomoléculas de interesse nesse contexto, esta a transferrina (Tf). Essa proteina é
responsavel pelo transporte do Fe(lll) para o interior das células, por meio de
receptores especificos, os RTfs, que se encontram na membrana citoplasmatica. As

células de cancer, devido a sua alta taxa metabdlica, podem apresentar uma alta
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expressao, captacao e reciclagem de RTfs. Dessa forma, os RTfs se tornam um alvo
celular interessante para investigar determinados eventos bioldgicos relativos ao
cancer (CANDELARIA et al., 2021; SHEN et al., 2018).

Portanto, nessa dissertagdo apresentaremos o0 desenvolvimento e
caracterizacdo fisico-quimica e bioloégica de uma nanoplataforma multimodal
constituida por PQs de telureto de cadmio (CdTe) conjugados de forma covalente a
quelatos do tipo DOTA-Gd(IIl) e & Tf para propiciar a interacdo com RTfs presentes

nas membranas de células de cancer.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

15

Desenvolver uma nanoplataforma Optico-magnética baseada em PQs e

guelatos do tipo DOTA-Gd(lIl) tendo como alvos os receptores de transferrina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e caracterizar opticamente os PQs;

Preparar quelatos paramagnéticos de DOTA-Gd(lll) e caracteriza-los por
relaxometria, bem como estimar a eficiéncia de complexacéo dos ions Gd(lll)
ao ligante DOTA;

Conjugar os PQs aos quelatos de Gd(lll) covalentemente para desenvolver um
nanossistema bimodal;

Conjugar o nanossistema bimodal covalentemente a Tf, para obter um
nanossistema multimodal;

Caracterizar Optica e relaxometricamente 0s nanossistemas bimodal e
multimodal;

Confirmar a conjugacgéo do nanossistema bimodal com a Tf;

Avaliar a efetividade e a especificidade do nanossistema multimodal em
ensaios com células de cancer por microscopia de fluorescéncia e citometria

de fluxo.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PONTOS QUANTICOS

3.1.1 Fundamentacao tedrica

Estamos vivenciando a era nanotecnolégica, em que novos avangos na sintese
e na pesquisa de nanomateriais tém trazido grandes impactos nos campos das
ciéncias meédicas, da saude e do meio ambiente. Nessas areas, 0S nanomateriais
podem ser utilizados, dentre varias possibilidades, como marcadores biolégicos,
células fotovoltaicas e diodos emissores de luz. Vale salientar que as propriedades
fisicas desses nanomateriais (eletrénica, Optica e magnética) e quimicas (cataliticas)
sdo diferenciadas quando o seu tamanho esta reduzido a escala nanométrica
(KUMAR; SINHA RAY, 2018; RESHMA; MOHANAN, 2019; RIBEIRO et al., 2021).

Dentro desse universo de possibilidades na area da nanotecnologia, destacam-
se materiais funcionais como o0s nanocristais de semicondutores. Estes chamam a
atencao devido ao seu leque de aplicacdes nos mais variados campos, como da fisica,
quimica e ciéncias da vida (RESHMA; MOHANAN, 2019; RIBEIRO et al., 2021).
Quando se encontram em dimensdes nanométricas, 0s materiais semicondutores
podem apresentar propriedades Opticas ndo antes observadas em sua forma
macroscopica (ROCO, 2003). Dessa maneira, 0s pontos quanticos (PQs), os quais
possuem uma dimensao tipica entre 2 e 10 nm, emitem luz (fluorescéncia) sintonizavel
com o tamanho, mesmo quando possuem a mesma composicdo quimica de
elementos (RESHMA; MOHANAN, 2019; WAGNER et al., 2019). Assim, é possivel
sintonizar a fluorescéncia dos PQs em diferentes comprimentos de onda, percorrendo
boa parte do espectro eletromagnético da luz visivel (entre 400 e 700 nm), apenas
alterando o tamanho da nanoparticula (NP), conforme ilustra a Figura 1.

Os materiais semicondutores sdo compostos por uma banda de valéncia (BV)
e uma banda de conducéo (BC). Por sua vez, os elétrons (e-), ao absorverem energia
suficiente para ultrapassar o intervalo entre as bandas (conhecido por bandgap — Eg),
podem migrar da BV a BC. Quando esse fenbmeno ocorre, o elétron deixa um
buraco/hole (h*) na BV, assim, ha formacao de um par elétron-buraco denominado de
exciton (MICHALET; BENTOLILA; WEISS, 2008; SMITH; GAO; NIE, 2004). A

distancia tipica entre um elétron e um buraco é chamada de raio de Bohr do éxciton
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(aexc), sendo especifico de cada material semicondutor (MICHALET; BENTOLILA,;
WEISS, 2008). Na medida em que o e relaxa ao seu estado energético fundamental,
retornando a BV, os e" e h* sofrem recombinacg&o excitbnica, originando a emissao de

fotons, assim como ilustra a Figura 2.

Figura 1 — Pontos quéanticos com a mesma composicdo quimica emitindo fluorescéncia em diferentes
comprimentos de onda, sintonizavel com o tamanho.

°Q®

Pontos quanticos

Fonte: O autor (2022).

Figura 2 — Esquema representativo do processo de fotoluminescéncia de semicondutores. A medida
gue o elétron (e’) é excitado, ele migra para a banda de conducao (BC), dando origem a um éxciton.
Quando ocorre relaxagéo e consequentemente a recombinagéo excitdnica, a emissdo de fluorescéncia

€ gerada. Onde: h* representa o buraco formado na banda de valéncia (BV), pela excita¢éo do elétron.

BC é 1 2] é

Féton (hv) T Fluorescéncia (hv’)
VY VA 2
. E

Excitagdo  Exciton Relaxagdo Recombinagdo Emisséo
excitonica

Fonte: O autor (2022).

Quando um semicondutor se apresenta na forma de cristais macroscopicos, ha
uma ampla variacdo de possiveis estados energéticos, os quais estdo distribuidos
praticamente de modo continuo (Figura 3). Porém, quando as trés dimensdes do
material se tornam fisicamente menores que aexc, ha confinamento quantico, sendo a
NP de semicondutor chamada de PQ. Nessa configuragdo, 0s materiais
semicondutores apresentam distintas propriedades fotoluminescentes (BENTOLILA,
MICHALET; WEISS, 2008).
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Sendo 0 aexc caracteristico de cada semicondutor, podemos exemplificar o que
ocorre quando o material semicondutor se transforma em um PQ utilizando o seleneto
de cadmio (CdSe), como exemplo. O aexc do CdSe € 5 nm; logo, somente podemos
considerar que um nanomaterial € um PQ de CdSe se o diametro dessa NP for inferior
a aproximadamente 10 nm (BENTOLILA; MICHALET; WEISS, 2008). Além disso,
guando o material esta em um regime de confinamento quantico tridimensional (x, y e
z), consequentemente o0s seus estados energéticos tornam-se discretos a medida em
que possuem menor tamanho, como mostra a Figura 3, assemelhando-se aos atomos
artificiais e, por isso, os PQs também sao assim chamados (BENTOLILA; MICHALET;
WEISS, 2008; SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008).

Dessa forma, o regime de confinamento quéantico, além de levar a uma
discretizacdo dos estados energéticos, desempenha um papel crucial na relacdo do
tamanho dos PQs com as suas propriedades Opticas. Isso se da porque outra
consequéncia do fendmeno de confinamento é o aumento do Eg do nanocristal em
funcdo da diminuicdo do tamanho dos PQs (Figura 3) (YU et al., 2003). Visto que: Eg
a 1/d? (sendo, d o diametro da nanoparticula) e Eq @ 1/A (sendo, 2 0 comprimento de
onda de emissao de fluorescéncia), entdo “d” e “A” sdo inversamente proporcionais ao
Eg (SANTOS; FARIAS; FONTES, 2008). Assim, PQs menores, vao emitir em direcao
a regiao espectral do UV (ultravioleta), devido ao maior Eq. Em contrapartida, PQs
maiores emitem fluorescéncia em regides mais préoximas do NIR (infravermelho

proximo), por causa do menor Eg.

Figura 3 — Ao ser adotado um regime de confinamento quéntico tridimensional, a reducao do tamanho
das particulas de semicondutores resulta no surgimento de niveis discretos de energia e aumento da

Ey; com a reducdo do tamanho das nanoparticulas, e € nessa configuragdo que temos os pontos

g
Niveis

Eg discretos
- \ de energia
BV A

quénticos.

>

»

&
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L
Cristal ‘ >
Macroscopico Pontos quénticos

Fonte: O autor (2022).
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A reducdo a nanoescala facilita a interacdo desses materiais com sistemas
bioldgicos, os quais apresentam estruturas e processos nessa mesma faixa de
tamanho (WAGNER et al.,, 2019). Ademais, a partir da observacdo dessas novas
caracteristicas, os PQs tornaram-se novas sondas fluorescentes bastante versateis
para aplicagcbes nos mais variados campos da ciéncia da vida, apresentando
interessantes propriedades, como: (1) amplo espectro de absorcao, sendo possivel
excitar a fluorescéncia das NPs com uma Unica fonte de luz; (2) emissao estreita e
simétrica em diferentes regides do espectro eletromagnético, variando-se apenas o
tamanho da particula; (3) alta resisténcia a fotodegradacdo, numa taxa 100 vezes
menor em relacdo a que € apresentada pelos corantes organicos convencionais,
permitindo a exposi¢cao da amostra a luz por longos periodos, tornando possivel um
monitoramento de eventos biolégicos em tempo real — Figura 4; e (4) possuem
superficie ativa, que permite a sua conjugacédo a biomoléculas, conferindo diferentes
especificidades, como interacdo com proteinas, anticorpos e farmacos (KAIRDOLF et
al., 2013).

Essa funcionalizagdo da superficie ainda pode possibilitar a associacdo dos
PQs com pequenas moléculas, tais como agentes de contraste (ACs), como 0s
guelatos paramagnéticos de Gd(lll), e até mesmo a outras NPs, sendo possivel unir,
em uma unica nanossonda, sinais 6ptico, dos PQs, e magnético, dos quelatos de
Gd(I11) ou NPs de 6xido de ferro, por exemplo (ALBUQUERQUE et al., 2021; CABRAL
FILHO et al., 2016a; CARVALHO et al., 2019; KHALEDIAN et al., 2021).

Figura 4 — Resisténcia a fotodegradacao dos pontos quéanticos (PQs) ao longo do tempo. Em vermelho,
citoesqueleto marcado por PQs (630 nm) permaneceram fluorescentes ao longo da analise. Ja em
verde, o nlicleo marcado pelo corante organico (Alexa Fluor, 488 nm) tornou-se indetectavel a partir de

120 s, devido a fotodegradacao do corante. Barra de escala: 10 ym.

Fonte: Adaptada de WU et al., (2002).

A diminuicdo do tamanho dos materiais da escala macrométrica para a
nanomeétrica também causa um aumento relativo da area superficial. Este fenébmeno,

por sua vez, influencia significativamente os atomos da superficie, uma vez que
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apresentam ligacdes ndo compartilhadas. Estas ligacbes levam ao surgimento de
niveis intermediarios de energia entre a BV e a BC, também chamados de
“armadilhas”, causando uma diminuicdo da eficiéncia de luz emitida por esses
nanocristais, conforme ilustra a Figura 5 (MARTINS; TRINDADE, 2012).

Uma alternativa para minimizar esta perda da intensidade de fluorescéncia € o
crescimento de uma “casca” (passivagao), normalmente constituida por outro material
semicondutor, geralmente de maior Eq que o do semicondutor constituinte do nucleo
da NP. Assim, o PQ apresenta uma estrutura do tipo nudcleo/casca. Este processo
diminui os defeitos de superficie (0s quais prejudicariam a qualidade da emisséo
desses nanocristais, por exemplo a intensidade de fluorescéncia e largura espectral),

otimizando suas propriedades fluorescentes (SHI et al., 2021; SOUSA et al., 2018).

Figura 5 — A camada de passivacdo nos pontos quanticos (PQs) compostos por nucleo/casca, ou
core/shell, otimiza a emissdo de fluorescéncia, com um estreitamento da largura a meia altura do
espectro (FWHM). Quando a camada esta ausente, os elétrons podem ocupar tais “armadilhas”,
favorecendo outros decaimentos radioativos ndo excitbnicos, interferindo, assim, na qualidade da
fluorescéncia (intensidade e largura espectral). Na parte inferior da imagem encontram-se os espectros
de emisséao (linha preta continua) e absor¢éo (linha cinza pontilhada) tipicos de cada situacgéo.

Sem camada de Passivagao Estrutura core/shell

BC —@

— o
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Fonte: O autor (2022).

Os PQs vém sendo sintetizados pelo método bottom up (no qual se parte de
atomos provenientes de compostos quimicos, por exemplo, para gerar sistemas
maiores, como as NPs), sendo utilizados agentes estabilizantes, os quais auxiliam na
regulacéo do crescimento, bem como impedem a aglomeracédo dos PQs. Os agentes
estabilizantes mais utilizados nas suspensées coloidais de PQs hidrofilicos, em geral

apresentam um grupamento tiol (—SH), visto que o enxofre pode atuar como precursor
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da camada de passivacéao, ligando-se ao cadmio, por exemplo. Além do tiol, esses
agentes, em geral, podem apresentar outros grupos funcionais, tais como carboxilicos
e aminas, que além de conferir cargas aos PQs, podem atuar como ponte quimica
para a interagdo dos nanocristais com moléculas. O tipo de interacdo dependera dos
grupos funcionais dos agentes estabilizantes/funcionalizantes. Como exemplos: a
cisteamina (CISTM) disponibiliza grupos aminas e carga positiva aos PQs (em pH
proximo ao fisiolégico); enquanto o AMS (acido mercaptossuccinico) expde grupos
carboxilicos e carga negativa na superficie dos PQs (PEREIRA et al., 2019b).

Assim, ao final da sintese, o PQ apresenta uma estrutura complexa formada
por trés camadas: o nlcleo da NP, responsavel por determinar a emisséo; a camada
de passivacéo, que determina a qualidade da emisséo e a fotoestabilidade; a camada
organica (mais externa), de agente estabilizante/funcionalizante, cuja importancia é
conferir estabilidade quimica e o grau de funcionalidade em relacdo a marcacdo do
sistema biolégico em estudo, favorecendo a conjugacao dos PQs com biomoléculas

e até com outras NPs, conforme observado na Figura 6.

Figura 6 — Esquema nanoestrutural de um ponto quéntico, ilustrando nucleo, camada de passivacéo e

de agentes estabilizantes/funcionalizantes.
Nucleo
Camada de

passivagao

AAAYAYS
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Fonte: O autor (2022).

3.1.2 Conjugacéo

A aplicagdo dos PQs nos mais diversos ramos das ciéncias da vida deve-se
principalmente as suas propriedades Opticas. No entanto, outro ponto importante que
aumenta a versatilidade e garante especificidade para os PQs é o processo de
conjugacao. Este se da quando o nanocristal de semicondutor € associado a: (1)
biomoléculas (como proteinas, aminoacidos e anticorpos); (2) ACs (radioativos ou
com sinal magnético); ou (3) a outras NPs, a exemplo as magnéticas ou metdlicas

(CABRAL FILHO et al., 2018; CARVALHO et al., 2019; PEREIRA et al., 2019b).
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Por ser um procedimento desafiador, € interessante que a conjugacao seja
baseada em metodologias reprodutiveis e padronizadas, as quais possam preservar
as propriedades Opticas dos PQs e as potenciais funcionalidades dos outros
componentes associados aos PQs, gerando um conjugado estavel, livre de
aglomeracdes e precipitacées (DIAZ-GONZALEZ et al., 2020; PEREIRA et al., 2019b).
Ademais, a versatilidade na associacdo dos PQs a biomoléculas ou compostos com
outros sinais pode torna-los nanossondas multifuncionais, sendo possivel a atuacéo
em mais de uma modalidade de andlise (ALBUQUERQUE et al., 2021; CARVALHO
et al., 2019; WAGNER et al., 2019).

A superficie dos PQs, com seus grupos funcionais, permite uma interacao
guimica entre o nanocristal e demais componentes que possuam grupos funcionais
(Figura 6). Dentre os tipos de conjugacéao, destacam-se: (1) ligacéo covalente, a qual
se relaciona a diferentes agentes de acoplamento, como 1-etil-3-(3-
Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide) (EDC), N-hydroxysulfosuccinimide (Sulfo-
NHS) [ou NHS (N-Hydroxysuccinimide)]; (2) ligacdo covalente utilizando o
glutaraldeido; (3) adsorcdo simples, baseada em interacbes eletrostaticas e/ou
hidrofébicas (Van der Waals), também chamada de ligacdo néo covalente e (4) a forte
interacao de PQs funcionalizados com moléculas de avidina, ou estreptavidina, com
biotina (HERMANSON, 2013).

Para escolher os agentes de acoplamentos, os quais sdo mediadores da
ligacdo covalente entre PQs e 0s outros componentes, € necessario definir os grupos
funcionais dos dois constituintes envolvidos no processo de conjugagdo. Para
promover ligacao carboxil-amina (amida) pode-se utilizar o EDC e/ou Sulfo-NHS (ou
NHS), enquanto que a ligacdo amina-tiol pode ser favorecida pelo Sulfo-SMCC
(sulfosuccinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate) e, entre aminas,
o glutaraldeido pode ser aplicado (HERMANSON, 2013).

Em particular, o EDC e o Sulfo-NHS (ou NHS) sdo agentes altamente reativos
com &cidos carboxilicos, promovendo ligacdo amida com componentes aminados. O
EDC interage com a carboxila disponivel, por meio da carbodiimida (-N=C=N-),
formando a o-acilisouréia, que é um intermediario altamente reativo e instavel, com
tempo de vida curto. Dessa forma, para obter um aumento do rendimento e um
aprimoramento na cinética do processo, é adicionado o Sulfo-NHS (ou NHS). A
hidroxila do Sulfo-NHS interage com o complexo reativo o-acilisouréia formando o
intermediario Sulfo-NHS éster, o qual apresenta maior estabilidade e interage com as
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aminas primarias, promovendo a formacdo da ligacdo amida e a consequente
conjugacao (Figura 7) (HERMANSON, 2013).

Figura 7 — Esquema representativo de PQs carboxilados ativados por EDC e Sulfo-NHS para interacdo

com componentes aminados.
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Fonte: Adaptada de WANG et al., (2012).

Além de definir a estratégia mais adequada e eficiente de conjugacéo, a fim de
preservar a qualidade Optica dos PQs e as caracteristicas funcionais dos demais
componentes, é indispensavel utilizar metodologias e técnicas de avaliacdo da
conjugacdao, para monitorar esse processo. Existem algumas técnicas e ferramentas
com esse proposito, como: espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR — Fourier-Transform Infrared Spectroscopy), espectroscopia por
correlacdo de fluorescéncia (FCS — Fluorescence Correlation Spectroscopy),
dispersédo/espalhamento dinamico da luz (DLS — Dynamic Light Scattering) e ensaio
fluorescente em microplaca (EFM) (CRACIUN et al., 2021; DA SILVA et al., 2021,
OLIVEIRA et al., 2020).

O EFM se baseia no principio da afinidade de biomoléculas com uma
microplaca de poliestireno. Proteinas possuem afinidade pela placa de poliestireno,
porém as mesmas apresentam baixo sinal fluorescente. Por outro lado, os PQs nao
possuem afinidade pela microplaca e, por isso, ndo ficam aderidos, ndo sendo
observado sinal fluorescente significativo na analise. Dessa maneira, apenas
amostras com os PQs conjugados a biomoléculas interagem com a microplaca,
apresentando alto sinal fluorescente, assim como ilustra a Figura 8. Para indicar a
ocorréncia de conjugacao, o sinal da fluorescéncia relativa (FR) gerado para o
bioconjugado (FL Bioconjugado) tera que ser superior a 100%, em relacéo aos valores
médios dos controles (FL Controles) — a biomolécula sozinha e o PQ sozinho,
conforme observado na Equacéo 1. Quanto maior o sinal de FL Relativa, melhor é a
conjugacao (CARVALHO et al., 2014):
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(FL Bioconjugado—FL Controles)

FR (%) =

x 100% Eq. 1

FL Controles

Este valor foi adotado pois, quando os conjugados apresentavam FR igual ou
maior que 100% de intensidade relativa de fluorescéncia, verificou-se marcagao
especifica de células (CABRAL FILHO et al., 2018). Entdo, o EFM apresenta varias
vantagens, como ser mais pratico e semiquantitativo, além de possibilitar a analise de
varias amostras ao mesmo tempo (CARVALHO et al., 2014). No entanto, para
confirmar, de fato, a conjugacéo entre os PQs e a biomolécula, é necessario que esta

tenha afinidade pela microplaca de poliestireno.

Figura 8 — Esquema representativo do ensaio fluorescente em microplaca (EFM). Os controles, s6 o
ponto quéntico (PQ) e sé a biomolécula, vdo apresentar baixa fluorescéncia, enquanto que os
conjugados, quando preparados de forma efetiva, vdo apresentar sinal fluorescente significativo,

confirmando a bioconjugacéo.
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Fonte: O autor (2022).

Com a FCS, podemos avaliar a presenca ou auséncia da conjugacao através
da determinacdo do raio hidrodindmico dos sistemas envolvidos. Além da sua
sensibilidade, a analise por FCS € bastante precisa, pois se utiliza da focalizacdo do
feixe de laser por uma objetiva de alta abertura numérica em um microscopio confocal,
gue limita o volume focal de deteccéo e de observacao, sendo capaz de diferenciar a
difusdo de espécimes, como NPs, ainda que tenham tamanhos semelhantes
(CRACIUN et al., 2021; DAWES; SOELLER; SCHOLPP, 2020). Nessa técnica, NPs
ou moléculas fluorescentes atravessam aleatoriamente o volume focal de deteccéo e
sdo discriminadas precisamente através das flutuacbes da intensidade de
fluorescéncia geradas em decorréncia de seu movimento browniano, ao entrar e sair
desse volume focal. As flutuacdes detectadas geram uma curva de correlagdo em

funcéo do tempo e, a partir desta, se obtém o tempo de difusdo e o raio hidrodinamico
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para NPs (BRIDDON; KILPATRICK; HILL, 2018; DAWES,; SOELLER; SCHOLPP,
2020; DE THOMAZ et al., 2015).

Para identificar a presenca da conjugacao por meio desta técnica, € possivel
definir o raio hidrodinamico por meio da Equacgéao 2:

R = 4 kgTcprr Eq 2

61wy
onde ks é a constante de Boltzmann; T € a temperatura da amostra; Toir € 0 tempo de
difusdo; n é a viscosidade média e w, € o raio lateral do volume focal.

Além das técnicas que avaliam diretamente a conjugacdo, vale salientar a
importancia de andlises que avaliem a interacdo com as células a fim de evitar falsos
negativos e falsos positivos das marcacdes fluorescentes. Essas andlises incluem, por
exemplo, ensaios de saturacdo envolvendo o sistema bioldgico e inibicdo do
conjugado que podem ser monitorados por microscopia de fluorescéncia e citometria
de fluxo, sendo também adequadas para avaliar a eficiéncia dos conjugados através
da fluorescéncia (CARVALHO et al., 2019; CUNHA et al., 2018). No caso de ensaios
de saturacao de sistemas bioldgicos, pode-se citar, por exemplo, a saturacéo de RTfs
das células com excesso de Tf antes da incubacdo com conjugados PQs-Tf,
resultando em menor interagdo dos mesmos, visto que os RTfs se encontram
ocupados diante do excesso de biomoléculas no meio. Diante disso, a saturacdo dos
RTfs pode ser utilizada como teste de especificidade (CABRAL FILHO et al., 2016a).

Em geral, é interessante a combinacdo de mais de uma técnica de avaliacédo
da conjugacéo para que seja possivel analisar o0 nanossistema como um todo. Além
disso, se o componente associado for um quelato de Gd(lll) ou NPs magnéticas, por
exemplo, & importante avaliar o sinal magnético atraves de técnicas especificas, como
a relaxometria. Essa avaliacdo nos da informacdes sobre os tempos de relaxacéo
nucleares dos componentes associados sendo possivel, posteriormente, calcular a
relaxividade do sistema. Portanto, sdo metodologias relevantes para comprovar o
sucesso na aplicacdo com PQs (CABRAL FILHO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020;
PEREIRA et al., 2019).

Nesse contexto de conjugacdes, o desenvolvimento das nossas nanossondas
Optico-magnéticas, além de aliar sinal fluorescente a nanossonda que traz
especificidade e possibilidade de monitoramento a nivel celular, possui a interessante
caracteristica de poder concentrar varios quelatos de Gd(lll) por NP, podendo

intensificar ainda mais o sinal para a técnica de imagem por ressonancia magnética
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(IRM) que pode trazer também informacfGes de carater anatbmico. Para melhor
entender os fundamentos, caracteristicas e vantagens desta proposta, a proxima
secdao ir4 abordar principios da imagem por ressonancia magnética (IRM) e dos ACs

moleculares.

3.2 AGENTES DE CONTRASTE EM IRM

A IRM, sendo uma das mais poderosas e importantes técnicas de diagndstico
desenvolvidas, € baseada nos fundamentos da ressonéncia magnética nuclear
(RMN), produzindo imagens com altos detalhes anatébmicos de diferentes tecidos,
tendo a capacidade de diferenciar tecidos saudaveis de patolégicos. A IRM elenca
varias vantagens quando comparada a outras técnicas diagndsticas (como é o caso
das que utilizam raios X, raios gama e ultrassom), dentre elas, fornece imagens com
alta resolucdo comparada as demais (ca. 0,5 mm) (BROWN, 2014; PEREIRA;
GERALDES, 2007).

A imagem obtida através da RMN é baseada na diferenca dos tempos de
relaxacao longitudinal e transversal (T1 e T2, respectivamente) dos spins nucleares
dos prétons de 'H das moléculas de dgua presentes em tecidos normais e alterados.
O sinal pode ser obtido a partir dos *H, por serem (i) abundantemente presentes no
corpo humano (mais de 70% composto por agua) e (ii) sensiveis ao fendmeno de
RMN, ocorrendo alinhamento dos spins nucleares quando exposto a um campo
magnético (ALBUQUERQUE et al., 2021).

Sobre os spins nucleares dos nucleos de 'H (nimero quantico de spin nuclear,
S, como sendo Y2), ha dois tipos de alinhamentos na
presenca de um campo magnético Bo: paralelo (estado de menor energia, spin +v%2)
ou antiparalelo (estado de maior energia, spin —%2). Além disso, existe ainda a
condicao quantica 2S+1, onde os estados energéticos encontram-se em condicdo de
ressonancia. Sob temperatura ambiente, o0 niumero de spins nucleares alinhados
paralelamente a Bo € ligeiramente maior, resultando em uma magnetizagdo Mo
paralela ao campo magnético (Bo), conforme ilustrado na Figura 9. Sabendo-se que
em equilibrio Mo = M: (sendo z o eixo longitudinal), para medir-se os tempos de
relaxacao, aplica-se um campo oscilante (B1) perpendicular, ressonante a frequéncia
de precessdo (Larmor) dos prétons de 'H, com o intuito de deslocar o vetor

magnetizagdo resultante para o plano transversal (xy), por exemplo. Quando B1 é
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interrompido, a magnetizacao resultante retorna ao estado de equilibrio, ocorrendo a
liberacdo da energia absorvida (na regido de radiofrequéncia), sendo esse processo
denominado de relaxagdo (PEREIRA; GERALDES, 2007). O processo de relaxacéo
(ou seja, quando os prétons de 'H retornam ao equilibrio) é modulado pelas
constantes exponenciais de tempo (Ti1 e Tz2). A primeira (T1) reflete o
retorno/recuperagéo da magnetizacdo Mo no eixo longitudinal z, enquanto a segunda
(T2) reflete o desaparecimento/perda do sinal no eixo transversal xy. Na pratica, a IRM
é influenciada pelas propriedades fisico-quimica (como a temperatura e o campo
magneético que estd sendo aplicado) e morfolégicas das estruturas biolégicas e do
microambiente, resultando em imagem com diferentes contrastes (PEREIRA,;
GERALDES, 2007).

Figura 9 — Representacdo esquematica da orientacdo energética dos spins nucleares. Na esquerda,
0s spins estdo orientados de forma aleatéria na auséncia de um campo magnético externo (Bo = 0). J&
na direita, os spins estdo orientados de forma paralela e antiparalela na presencga do campo (Bo > 0).
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Fonte: Adaptada de Pereira (2021).

Para aprimorar a qualidade de formacé&o de imagens, ACs podem ser aplicados
em procedimentos clinicos. Os ACs atuantes em T1 mais utilizados na rotina clinica
sdo compostos de quelatos paramagnéticos contendo o ion gadolinio Gd(lll). Dentre
0s ACs de baixo peso molecular (abaixo de 10 kDa), destacam-se alguns lineares,
como o Magnevist [(Gd-DTPA (diethylenetriamine pentaacetic acid)] e Omniscan (Gd-
DTPA-BMA); e também ciclicos, como o Dotarem [(Gd-DOTA (tetraazacyclododecane
tetraacetic acid)] e ProHance [Gd(HP-DO3A)]. No caso dos tumores, por exemplo, por
serem metabolicamente ativos, naturalmente tendem a apresentar uma maior
captacdo dos ACs resultando, por conseguinte, em um aumento de contraste na
imagem (YAN; SUN; SHEN, 2017).

Nesse contexto, o grau de eficiéncia dos ACs € medido pela relaxividade (r;,
dada em s*. mM?1, i = 1,2), a qual indica a capacidade do AC em reduzir os tempos
de relaxacdo dos 'H por unidade de concentracdo (mM) do fon paramagnético. De

forma geral, vale ressaltar que a concentragdo real de ions Gd(lll) é usualmente
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guantificada através da espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado
(ICP-MS — Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry). Além disso, quando um
sistema € nanoparticulado, essa relaxagdo também € determinada em funcdo da

concentracéo de NP. Essa grandeza pode ser obtida a partir da Equacao 3:
T2 = w Eq. 3

na qual, C é a concentracdo de ions magnéticos (ou NPs) e R%s;, é a taxa de
relaxacdo longitudinal e transversal (1/T1,2) dos prétons de 'H da agua medida na
presenca de ions (para)magnéticos. Por outro lado, R°s;> é a contribuicdo
diamagnética, sem a presenca do ion (para)magnético. Dessa forma, podemos inferir
a partir da Eq. 3: altos valores de r1 e r, correspondem a menores valores de Ty e To,
respectivamente. A grandeza relaxividade depende ainda do campo e da temperatura
sob a qual a andlise esta sendo realizada. A classificacdo de um AC que atua em Ti
ou T2 (fornecendo contrastes claro ou escuro as imagens, respectivamente, conforme
ilustrado na Figura 10) também pode ser dada pela razdo a=r2/r1. Alguns exemplos de
AC que atuam em T> sdo as NPs de oxido de ferro e os que atuam em T1 S0 0S

quelatos de Gd(IIl) (ALBUQUERQUE et al., 2021; CABRAL FILHO et al., 2018).

Figura 10 — Exemplos de imagens ponderadas nos tempos de relaxacao longitudinal (T1 — mais claras)
e transversal (T2 — mais escuras).
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Fonte: Adaptada de Buxton (2002).

Em geral, para que se possa analisar o grau de eficiéncia da complexacao de
ions Gd(IIl) aos ligantes, pode ser aplicado o teste do alaranjado de xilenol. Este teste
consiste na utilizacdo de um indicador (corante organico) de ions da familia dos
lantanideos (III). A cor da solucéo de xilenol varia dependendo do pH, sendo amarela
em pH neutro/acido e modificando para roxa em pH basico ou na presencga de metais
livres (a exemplo dos ions Gd(lll)). Além da variag&o visual observada, o xilenol exibe
dois picos de absor¢cdo em comprimentos de ondas caracteristicos (576 e 437 nm),

conforme ilustra a Figura 11.
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Figura 11 — Esquema representativo do perfil observado da solucao de xilenol. Em A: variacdo da cor
em decorréncia da adigdo de ions Gd(lll). Em B: Espectros caracteristicos da solucéo de xilenol (em

vermelho) e o perfil espectral da solugdo de xilenol na presenca de ions Gd(lll) (em preto).
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Fonte: Adaptada de Barge et al. (2006).

Partindo da avaliagdo desses picos, pode-se estimar a porcentagem de
incorporacdo de Gd(lll) no quelato. Dessa forma, calcula-se a razdo entre as
absorbancias As7s e Aas7 referentes aos picos maximos e, utilizando uma curva de
calibracdo construida a partir de uma solugcédo de Gd(lll) livre, pode-se determinar o
percentual complexado no ligante (BARGE et al., 2006; BELLEZA; NARAGA,
VILLARAZA, 2018).

Dessa forma, o processo de relaxacdo paramagnética dos ACs consiste nas
seguintes contribuicdes: (i) da esfera externa, que sdo as moléculas de agua que se
difundem nas proximidades do ion central; (ii) da esfera interna — associada a
guantidade (q) de moléculas de 4gua coordenadas ao ion central, bem como (iii) da
taxa de troca (1/tm) dessas moléculas com aquelas presentes no meio (bulk). Assim,
conforme pode ser observado na Figura 12, existem alguns fatores que podem
influenciar na relaxividade dos sistemas, como: (i) 0 nUmero de moléculas de agua (q)
na esfera interna de coordenacdo; (ii) o tempo de difusdo das moléculas de dgua nas
proximidades do complexo que contém o ion paramagnético (to) e (iii) o tempo de
rotacdo do complexo paramagnético (tr), diretamente ligado ao tamanho e a

mobilidade do mesmo.
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Figura 12 — Representacdo de moléculas de agua realizando uma interacdo com a esfera interna

(centro do ion paramagnético) de quelato de Gd(lll) em solugcéo e os tempos de residéncia da agua
coordenada ao ion metélico central (tm), o tempo de rotacdo do complexo (Tr) e 0 tempo de difusdo

da agua nas regides circundantes ao ion (tD).
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Fonte: Adaptada de HERMANN et al. (2008).

Os ACs ainda podem sofrer alteracbes quando estdo associados a
macromoléculas (como proteinas) ou NPs (como os PQs). Quando acontecem
algumas dessas associacdes, podem ocorrer modificacdes nos tempos de difuséo (tp)
de moléculas de dgua proximas ao centro paramagnético e, consequentemente, nos
valores de relaxividade transversal (r2), pois resultam em um sistema com uma ordem
de grandeza maior em tamanho que os ACs moleculares. Além disso, quando o tipo
de interacdo com essas estruturas ocorre por meio de ligantes ou intermediarios, a
mobilidade do complexo pode ser alterada, refletindo-se, por sua vez, na variagao do
tempo de rotacao (cr), influenciando consequentemente a r1 (FERREIRA et al., 2012;
PEREIRA et al., 2019).

Para aprimorar a compreensao sobre os fundamentos da IRM e as vantagens
de se associar NPs a ACs, a préxima secao apresentara alguns trabalhos que tém
buscado explorar a conjugacédo de PQs com compostos magnéticos ponderados em
T1 a base de quelatos de Gd(lll), para intensificar o sinal para a IRM e adquirir

multifuncionalidade em um Unico nanossistema.

3.3 NANOSSISTEMA OPTICO-MAGNETICO BASEADO EM PQs E QUELATOS DE
Gd(ll)

No cenario do desenvolvimento de nanossondas 6ptico-magnéticas, existem
véarias formas de se realizar essa associacdo, como o revestimento de PQs com

lipidios contendo quelatos-Gd(lll); o encapsulamento de PQs de quelatos-Gd(lll) em



31

nanoestruturas (micelas e lipossomas); e, também, a conjugacéo direta de quelatos-
Gd(lll) na superficie de PQs. Dentre elas, as baseadas na conjugacéo direta podem
ser vantajosas, devido ao favorecimento da dindmica de troca de agua (pelo fato de
ndo existirem obstaculos que limitem a troca de moléculas de &gua), além da
manutencdo de um menor didmetro hidrodindmico dos nanossistemas, sendo de uma
ordem de grandeza mais compativel com os sistemas biolégicos e as respectivas
estruturas a serem avaliadas. E importante frisar que a estratégia de conjugacéo deve
ser baseada em fundamentos apresentados brevemente na sec¢do 3.1.2, uma vez que
ao dominar esses fundamentos, pode-se escolher adequadamente os métodos a
serem utilizados para a interacdo dos PQs com outros componentes. Como exemplo
de um nanossistema preparado por conjugacéao direta, podemos visualizar, na Figura
13, um PQ com a superficie funcionalizada com grupos carboxilicos, aptos para
interagir com aminas de quelatos paramagnéticos, por meio da conjugacao direta de
varios desses ACs presentes na superficie da NP. A abordagem da conjugacéo direta
também € vantajosa, pois possibilita a concentracao de varios ACs por unidade de
PQ. Além disso, conforme mencionado no paragrafo anterior, a localizacdo dos ACs
na superficie favorece o aumento da relaxividade, por causa de melhorias nos efeitos
relacionados a dindmica de troca de agua (ALBUQUERQUE et al., 2021; PEREIRA et
al., 2019). Em seguida, traremos alguns estudos que utilizaram essa abordagem de

ligacao direta.

Figura 13 — llustracdo esquematica da superficie ativa de PQs carboxilados passiveis para interagir,
apos ativagdo com agentes de acoplamento, e concentrar varios quelatos de DOTA-Gd(IIl) modificados
para conter grupos amina, através da conjugacéo direta. O resultado é a formagéo de nanossistemas
Optico-magnéticos de PQs-DOTA-Gd(lII).
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Fonte: Adaptada de PEREIRA (2021).
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Stasiuk et al. (2011) conjugaram quelatos de Gd(lll) a PQs hidrofébicos de
INP/ZnS, sendo necessaria uma etapa secundaria para torna-los hidrofilicos, usando
a penicilamina para garantir a troca de ligante. Primariamente, os autores prepararam
0s quelatos de Gd(lll), a partir da reacdo do DPAA (1,4,7-triazacyclononane-1,4-
dibis(methylene)dipicolinic acid) e &cido lipdico. Nesse contexto, a ligacdo dos
quelatos de Gd(lll) a superficie dos PQs foi confirmada por andlises de DLS, cujos
diametros aumentaram de 6,9 nm (apenas PQs) para 8,6 nm [PQs-quelatos de
Gd(I11)]. Em termos de fluorescéncia, 0 comprimento maximo do espectro de emissao
manteve-se em torno de 620 nm. No entanto, ap0s a etapa de troca de ligante, os
PQs exibiram reducéo do rendimento quantico, bem como diminui¢do da intensidade
de fluorescéncia. Stasiuk e colaboradores também avaliaram o sistema pela
relaxometria, obtendo r1 de 900 mM=.s* por PQ e de 13 mM1.s! por Gd(lll) (ambos
a 0,81 T e 25 °C). Vale salientar que a ultima relaxividade alcancada foi cerca de 3 x
superior ao AC comercial na forma molecular, quando associados 80 quelatos de
Gd(lll) por PQ. Os autores ainda promoveram a conjugacdo de PQs-quelatos de
Gd(Ill) ao peptideo de penetracao celular (MCa — maurocalcine), a fim de estudar a
internalizacdo deste nanossistema em sistemas bioldgicos. Dessa forma, na IRM,
apos 15 min da injecdo dos PQs-quelatos de Gd(lll)-MCa em cérebro de rato, foi
obtido um sinal distinto comparado ao observado pelo Dotarem comercial. Além disso,
0 nanossistema apresentou um elevado tempo de retencdo e manteve um intenso
sinal mesmo apo6s 4 h (STASIUK et al., 2011). Stasiuk et al. (2013) promoveram uma
otimizacao do sistema, agora utilizando o mercaptobenzoico, um “ligante adaptador”
de melhor eficiéncia dentre os demais testados. A partir disso, 0s autores constataram
uma melhora significativa do sinal paramagnético, com a relaxividade r1 de 2520 mM-
Ls1por PQ e de 31 mM1.s por Gd(lll) (ambos a 0,81 T e 25 °C), sendo que a Ultima
relaxividade exibiu um sinal cerca de 8 x maior que o quelato molecular comercial
(STASIUK et al., 2013).

Yang et al. (2017) desenvolveram nanossistemas Optico-magnéticas baseados
em PQs ternarios de CulnS/ZnS e quelatos de Gd(lll). Para tanto, utilizaram o ligante
linear DTDTPA (2-[bis[2-[carboxymethyl-[2-0x0-2-(2-sulfanylethyl-amino) ethyllamino]
ethyl] amino] acetic acid). Os nanossistemas Optico-magnéticos exibiram um diametro
de 24,7 £ 2,7 nm (analisados por DLS), pequena reducdo da intensidade de
fluorescéncia e um sutil red shift (detectados pelo espectro de emisséo), apos a



33

conjugacdo com os quelatos de Gd(lll), além de apresentarem uma reducédo do
rendimento quantico (de 29 para 19%). Além disso, evidenciaram uma marcacao
fluorescente de células HelLa pela microscopia de fluorescéncia, apos 24 h de
incubacdo com os nanossistemas desenvolvidos. Nas avalia¢cdes relaxomeétricas do
nanossistema, foi constatado uma r1 de 11 mM-1.st por Gd(lll) (a3 T e 37 °C), sendo
mais eficiente do que o quelato molecular em cerca de 2,5 x. Por fim, os autores
também visualizaram uma marcacéo eficiente e prolongada de tumor in vivo, em ratos,
analisada por IRM e microscopia de fluorescéncia (YANG et al., 2017).

McAdams et al., (2017) sintetizaram quelatos de Gd(lll) formados a partir do
ligante linear DTPA e, em seguida, associaram cerca de 620 desses quelatos a
superficie dos PQs de CdSe/CdS/zZnS (Figura 14A), sendo esse valor estimado
através da ICP-MS. As nanossondas apresentaram diametro de 8,4 £ 0,9 nm e
reducao da intensidade de fluorescéncia apos a adigcdo dos DTPA-Gd(III), Figura 14B.
Além disso, os autores identificaram potencial para obtencdo de IRM ponderadas em
T1, como observado na Figura 14C. Ja as medidas de r; foram de 6800 mM1.ste 11
mM-1s?t por PQs e por Gd(lll), respectivamente (ambos a 1,06 T, 37 °C),
respectivamente, sendo o r1 desse ultimo superior ao DTPA-Gd(lIl) na forma molecular
(ri = 3,3 mM1s?) (MCADAMS et al., 2017).

Figura 14 — Esquema representativo do nanossistema 6éptico-magnético desenvolvido por McADams
etal. Em A: esquema da preparacéo, na qual foi utilizado o ligante linear DTPA complexado com Gd(lll)
para conjugar na superficie do PQ. Em B: espectro de emissao dos PQs, linha continua em vermelho,
e PQs-quelatos de Gd(lll), linha continua em roxo (Aexc = 400 nm). Em C: IRM do nanossistema
ponderadas em T1 (3 T), trazendo o aumento do contraste brilhante, de cinza a branco, a medida que

a concentracao do nanossistema aumenta.
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Ma et al. (2018) também avaliaram o potencial de nanossistemas bimodais por
meio da analise de IRM. Para tanto, associaram PQs de Ag2Se a quelatos de DTPA-
Gd(lll), observando que os nanossistemas apresentaram um diametro hidrodinamico
de 13,5 nm (por DLS). Através da caracterizacdo relaxométrica, os PQs-DTPA-Gd(lII)
exibiram uma r; de aproximadamente 3 mM=.s (a 3 T), préximo ao valor encontrado
no DTPA-Gd na forma molecular. De acordo com 0s ensaios in vitro, com células
MDA-MB-231, os nanossistemas exibiram baixa toxicidade, com uma taxa de
sobrevivéncia superior a 80% daquela linhagem. Ja no estudo in vivo, eles puderam
proporcionar um contraste brilhante bem definido, principalmente nas regides renal e
da veia cava inferior de ratos. Portanto, mostraram-se interessantes sistemas
nanoparticulados para a atuacdo em IRM e até mesmo em técnicas fluorescentes (MA
et al., 2018).

Pereira et al. (2019) prepararam nanossistemas Optico-magnéticos que
consistiam em PQs hidrofilicos de CdTe, conjugados de forma direta a quelatos
monoaminados de DOTA-Gd(ll), nas propor¢cdes de 1/20 e 1/30 PQs:quelatos de
Gd(lll). Os autores observaram que apds a conjugacdo aos quelatos de Gd(lll), a
intensidade de fluorescéncia ndo sofreu alteragdo significativa (Figura 15C). O
diametro hidrodinamico dos PQs, bem como dos nanossistemas com 20 e 30 quelatos
foi de 3; 16; e 28 nm, respectivamente (obtidos a partir do FCS), indicando que houve
conjugacdo e que houve diferenca entre os sistemas com numero de quelatos
variaveis. A partir da relaxometria, os nanossistemas com 20 e 30 quelatos
apresentaram r1 de 24 mM=1.st e 20 mM1.s1, ou seja, pelo menos 5 x maiores que o
DOTA-Gd(Ill), quando avaliados a 1,4 T e 37 °C. Os autores constataram uma
marcacao eficiente por microscopia de fluorescéncia (Figura 15A). Através da IRM,
foram avaliadas as imagens dos nanossistemas e do controle (usando apenas PBS),
sendo possivel observar imagens com contraste claro (cinza) dos nanossistemas
(Figura 15B). Além disso, os nanossistemas desenvolvidos mantiveram-se estaveis e

fluorescentes por pelo menos 3 meses (PEREIRA et al., 2019).
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Figura 15— Em A: Imagem de microscopia de fluorescéncia confocal de células HeLa marcadas pelos
nanossistemas PQs-DOTA-Gd(IIl) (em vermelho). Os nicleos estdo marcados pelo Hoechst (em azul).
Barra de escala: 20 um. Em B: IRM do controle (em preto) e do nanossistema 1/30 PQs:quelatos de
Gd(lll) (em cinza). Em C: Espectros de emissdo dos PQs (em preto) e dos sistemas preparados com

as proporc¢des 1/20 e 1/30 PQs:quelatos de Gd(lll) (em vermelho e em azul, respectivamente).
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Fonte: Adaptada de PEREIRA et al. (2019).

3.4 TRANSFERRINA

Ha cerca de 50 anos, quando a Tf foi descoberta, diversos estudos tém focado
em compreender a mediacédo da entrada de ferro nas células de organismos através
dessa proteina transportadora, principalmente dos vertebrados. A Tf pertence a
familia das proteinas ligantes de ferro, sendo considerada uma glicoproteina do tipo
B-globina (com cerca de 600-700 aminoacidos em sua composi¢ao) e apresentando
um peso molecular de cerca de 80 kDa (KAWABATA, 2019). Quando se encontra no
plasma sanguineo, atua regulando os niveis de ferro, ligando-se de forma reversivel
e com alta afinidade aos ions Fe(lll). Dessa maneira, quando ela esta ligada aos ions
Fe(lll) recebe o nome de holo-transferrina (Holo-Tf), possuindo alta afinidade (a nivel
nanomolar) pelo seu receptor; por outro lado, quando ndo esta ligada ao ferro, é
chamada de apo-transferrina (Apo-Tf) e ndo apresenta afinidade pelo seu receptor

(SHEN et al., 2018).
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O CD71, mais conhecido como RTf, pode ser encontrado em diversos tipos
celulares, a exemplo de: hemacias, hepatocitos, mondcitos e bactérias. O primeiro
receptor a ser identificado (RTf1) esté vinculado a captagéo intracelular de ferro, e &
regulacdo do crescimento celular, exibindo uma alta expressdo em células com alta
taxa de proliferacdo. Ja4 o segundo receptor identificado (RTf2) é intrinsecamente
expresso em tecidos responsaveis pelo metabolismo do ferro, tal como no figado e
intestino (JOHNSEN et al., 2019; SHEN et al., 2018).

Como o RTf possui expressao acentuada em células com alta taxa proliferativa,
células de cancer podem ter uma maior expressao desse receptor, devido ao elevado
nivel metabdlico e de crescimento celular (JUNG et al., 2021; YU et al., 2019). Este
ponto j& foi constatado em varios tipos de cancer, como no de mama, ovario, cérebro,
estdbmago, dentre outros (DENG; DUTTA; LIU, 2018; HE; LIN, 2021; LODHI et al.,
2021; SHEN et al., 2018). Além disso, parece existir uma correlacéo entre a expressao
de RTfl e o nivel de malignidade tumoral. Devido ao exposto, uma variedade de
estratégias com aplicacbes em terapias antitumorais tem sido estudada para a
marcacao de ferro intracelular, incluindo a utilizacao de quelantes de ferro, bem como
conjugados citotoxicos mediados pelo RTf (SHEN et al., 2018).

Em termos de mecanismos, a captacao de ferro € mediada via clatrina (proteina
de membrana encarregada de formar vesiculas). Quando a Holo-Tf se liga ao RTHf,
este é endocitado em vesiculas denominadas endossomos. Apds este processo, 0
Fe(lll) é reduzido a Fe(ll) (em pH &cido), sendo, portanto, liberado pela Holo-Tf e
externalizado do endossomo pelo transportador de metais bivalentes (DMTL1). Por fim,
a Apo-Tf volta a membrana celular e, ao encontrar ions Fe(lll), em pH proximo do
neutro, ligam-se a estes e reestabelecem um novo ciclo, como pode ser observado na
Figura 16 (JOHNSEN et al., 2019; KAWABATA, 2019).
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Figura 16 — Captacao do ferro pelas células de organismos vertebrados. Em detalhe, observa-se a
ligacdo da holo-transferrina (Holo-Tf) ao receptor de transferrina (RTf), sendo esse complexo
endocitado na forma de endossomo. Em seguida, o Fe(lll) sofre reducdo a Fe(ll) e é enviado do
endossomo ao citoplasma por meio do transportador de metais bivalentes (DMT1). Finalmente, a apo-
transferrina (Apo-Tf) retorna @ membrana celular e, ao se ligarem novamente aos ions Fe(lll), reiniciam
um novo ciclo.
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Fonte: Adaptada de Christofides et al. (2018).

Pelo fato dos RTf se encontrarem superexpressos em algumas linhagens de
células de cancer, é relevante a compreensdo dos mecanismos envolvidos na
captacdo de ferro pelos RTf. Ainda mais, através de técnicas baseadas em
fluorescéncia, € possivel avaliar a dindmica de internalizacdo e o trafego desse
receptor nas células, bem como quantificA-lo na membrana, fornecendo alta
sensibilidade e especificidade (CABRAL FILHO et al., 2018). Nessa perspectiva,
Cabral Filho et al. (2016), sintetizaram PQs de CdTe e os conjugaram a Tf, para
estudar a expressao e a reciclagem de RTfs em células HeLa, bem como em duas
linhagens de cancer cerebral - U87 (glioblastoma humano) e DBTRG-05MG (Denver
Brain Tumor Research Group 05 — glioblastoma humano recorrente). Através da
microscopia de fluorescéncia, foi possivel observar um padrdo de marcacdo em
vesiculas e proximo ao nudcleo, relativo a interagdo Tf-RTfs. Pela citometria de fluxo,
constatou-se uma superexpressdo de RTfs nas células HeLa e DBTRG-05MG (94%
e 93%, respectivamente); por outro lado, a U87 que exibiu uma porcentagem de
marcacao inferior (57%). Segundo os resultados obtidos pelos autores, a linhagem
DBTRG-05MG apresentou alta expressdo e capacidade de reciclar RTfs, sendo
associada a uma elevada atividade metabdlica e, por consequéncia, alto grau de
malignidade.

Nesse contexto, Seleci e colaboradores (2021) também sintetizaram
nanossistemas baseados em PQs de InP/ZnS, NPs magnéticas de 6xido de ferro e Tf
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para investigar o perfil de captacdo e internalizacdo em células U87. Através da
microscopia de fluorescéncia, os autores observaram que as células foram marcadas
pelos nanossistemas, exibindo um perfil de internalizagdo completa quando
comparadas ao controle (apenas as células marcadas com PQs-NPs magnéticas, sem
a Tf). Além disso, ao serem submetidos a um campo magnético externo, a intensidade
da marcacdo aumentou cerca de 3 x, devido ao efeito cumulativo garantido pelo
componente magnético e com alta especificidade aos RTfs presentes em um Unico
sistema (AG SELECI et al., 2021).

Portanto, uma abordagem interessante para quantificar, avaliar e monitorar o
trafego de RTf em diversos tipos de linhagens de células de cancer seria conjugando
a Tf aos PQs. Além disso, a Tf pode ser aplicada no direcionamento de ACs
multimodais, contribuindo com a existéncia de mais de um sinal em um mesmo
nanossistema. Dessa maneira, esses estudos podem auxiliar a otimizacdo de
diagnoésticos e terapias que utilizem o RTf como via de entrega intracelular de
compostos para realce do contraste para imagens ou até mesmo de farmacos
(CHUNG et al., 2018; LI et al., 2019).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dessa dissertacao seréo apresentados na forma de um artigo

experimental a ser submetido e publicado.

4.1 ARTIGO EM PREPARACAO

Nanossondas Optico-Magnéticas Baseadas em Pontos Quanticos e Quelatos de DOTA-

Gd(l11) para Interacéo Bioldgica via Receptores de Transferrina

Resumo: A associacdo de agentes de contraste (ACs) do tipo quelatos de Gd(I1l) com pontos
quanticos (PQs) e biomoléculas sitio-especificas apresenta grande potencial para o estudo da
biologia do cancer, unindo a especificidade/sensibilidade das técnicas por fluorescéncia para
investigacdo celular com a possibilidade de aquisicdo de imagens por RMN ponderadas em Ty,
com sinal paramagnético aprimorado em relacdo aos ACs moleculares. O objetivo desse estudo
foi desenvolver um nanossistema multimodal, baseado em PQs, quelatos de Gd(I11) derivados
do DOTA e a transferrina (Tf), a qual foi escolhida por ser uma molécula alvo para receptores
de transferrina (RTfs), uma vez que células de cancer podem apresentar alta expressdo, captacdo
e reciclagem de RTfs. A ligacdo covalente entre os PQs e os ACs foi intermediada pela
etilenodiamina, gerando nanossondas bimodais que foram conjugadas covalentemente com a
Tf. Os nanossistemas foram caracterizados de forma dptica e relaxométrica e a conjugacao com
a Tf foi avaliada por ensaio fluorescente em microplaca (EFM). A efetividade e a especificidade
dos nanossistemas também foram estudadas por meio da marcacdo fluorescente de células
HeLa. A nanossonda multimodal manteve a fluorescéncia e exibiu um T1 ca. 4,5x menor que 0
da &gua e uma relaxividade r1 maior que a do AC molecular: ca. 2x [por Gd(I11)] e 50x [por
PQ] (a 60 MHz e 37 °C). O EFM indicou uma conjugacdo efetiva com a Tf, apresentando

fluorescéncia relativa (FR) de ca. 1.130%. A marcagao citométrica das células HeLa foi de ca.
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88%, caindo para ca. 39% apds saturacdo prévia dos receptores com Tf, indicando
especificidade dos multimodais. A microscopia de fluorescéncia também exibiu uma marcacao
efetiva das células HeLa pelos multimodais, apresentando um padrdo vesicular. Portanto, 0s
nanossistemas multimodais desenvolvidos nesse estudo apresentam potencial para atuar como

ACs Optico-magnéticos na investigacdo de mecanismos bioldgicos do cancer via RTfs.

Palavras-chave: agentes de contraste; células; fluorescéncia; nanossistema multimodal

1 - Introducéo

A técnica de imagem por ressonancia magnética (IRM) vem sendo bastante estudada e
aplicada na aquisicdo de imagens a partir da resolucdo espacial dos tempos de relaxagéo T
(longitudinal) ou T2 (transversal) associados aos spins dos protons de *H presentes nos tecidos,
exibindo imagens com elevado detalhe anatdmico. Na IRM podem ser utilizados agentes de
contraste (ACs) para intensificar o sinal a partir da diminuicdo de T1 ou T dos tH, auxiliando
assim em uma diferenciagdo mais aprimorada entre tecidos normais e patologicos (CABRERA
etal., 2017; STASIUK et al., 2013; YANG et al., 2017).

Por outro lado, também merecem destaque as técnicas baseadas em fluorescéncia, as
quais tém possibilitado ndo somente multiplas analises por microscopias, como também por
fluoroimunoensaios e citometria de fluxo. Elas vém auxiliando ndo apenas no entendimento das
interagBes intermoleculares a nivel celular e molecular, em tempo real, como também na
visualizacao e na quantificacdo de biomarcadores biologicos, estejam esses na superficie ou no
interior celular. As técnicas fluorescentes também vém ajudando a monitorar diferentes
processos biologicos devido a sua alta sensibilidade [5-6]. No contexto das técnicas baseadas
em fluorescéncia, os pontos quénticos (PQs) — nanocristais de semicondutores — vém
despertando grande interesse, por possuirem propriedades fisico-quimicas singulares, tais

como: (i) excepcional resisténcia a fotodegradacéo e (ii) superficie ativa com grupos quimicos
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aptos para interacdo com biomoléculas, outras nanoparticulas e até mesmo ACs, tais como 0s
quelatos de Gd(Ill) que s&o utilizados na aquisi¢cdo de imagens de IRM ponderadas em Ti
(ALBUQUERQUE et al., 2021; CABRAL FILHO et al., 2018; CUNHA et al., 2018; PEREIRA
etal., 2019b).

Assim, nos Ultimos anos, diferentes grupos vém buscando desenvolver nanossistemas
Optico-magnéticos baseados na conjugacao direta de PQs a quelatos de Gd(l11) (MA et al., 2018;
MCADAMS et al., 2017; PEREIRA et al., 2019), uma vez que essa combinacdo oferece ndo
somente (i) a perspectiva de unir as vantagens das técnicas baseadas em fluorescéncia para
estudos em nivel celular — especialmente quando séo utilizados PQs — com a diferenciagéo
anatémica propiciada pela IRM; como também (ii) a possibilidade de concentrar varios quelatos
de Gd(lI1) na superficie dos PQs, favorecendo a preparacdo de ACs nanoparticulados ainda
mais eficientes para IRM.

O desenvolvimento de nanossondas bimodais vem especialmente beneficiando estudos
envolvendo a biologia do cancer (STASIUK et al., 2013; YANG et al., 2017), visto que esta é
uma doenca multifatorial, de grande complexidade e que requer uma melhor compreenséo
bioldgica na busca por métodos diagnosticos e terapéuticos ainda mais efetivos e personalizados
(DI GREGORIO et al., 2019). Nesse ambito, sabe-se que as células de cancer, devido a sua alta
taxa metabolica, podem apresentar maior expressdo, captacdo e reciclagem de diferentes tipos
de receptores na sua membrana extracelular para aumentar o suprimento de nutrientes
essenciais para sua proliferacdo, incluindo os receptores de transferrina (RTfs)
(CANDELARIA et al., 2021; SHEN et al., 2018). A Tf é uma proteina ligada ao metabolismo
do Fe(lll) e os RTfs sdo responsaveis por captar o complexo de Tf e Fe(lll) para 0 meio
intracelular (KAWABATA, 2019). Dessa forma, os RTfs sdo alvos interessantes para
direcionar nanossondas Optico-magnéticas na investigacdo de eventos biologicos associados ao

cancer.
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Diferentes trabalhos envolvendo nanossondas baseadas em PQs e quelatos de Gd(ll1)
vém sendo reportados na literatura (MCADAMS et al., 2017; PEREIRA et al., 2019b;
STASIUK etal., 2013; YANG et al., 2017). H& ainda, no entanto, uma busca por nanossistemas
que possuam ndo somente uma melhor manutencéo da fluorescéncia e propriedades magnéticas
mais efetivas, mas também tenham afinidade direcionada a alvos celulares chaves para a
compreensdo de processos bioldgicos. Assim, o objetivo deste estudo foi preparar nanossondas
multimodais constituidas por PQs de CdTe, quelatos do tipo DOTA-Gd(III) e Tf. Para tanto, os
quelatos DOTA-Gd(II), e em seguida a Tf, foram conjugados na superficie dos PQs por ligacdo
covalente. Os quelatos DOTA-Gd(I11) também foram escolhidos por sua estabilidade quanto a
transmetalacdo com ions de importancia biolégica como Zn(ll), que poderia ocorrer in vivo
(PEREIRA et al., 2019). As propriedades Opticas e relaxométricas da nanossonda multimodal
foram entdo avaliadas, bem como sua capacidade de interagir com células de cancer via RTfs.
Para isso, foram utilizadas células de carcinoma cervical humano (HeLa) como modelo, uma
vez que os RTfs tém sido amplamente estudados com essa linhagem. Espera-se que 0S
nanossistemas multimodais Optico-magnéticos desenvolvidos possam ser Uteis para aplicacdo
em estudos relacionados a biologia do cancer, propiciando avaliagdes por técnicas baseadas em

fluorescéncia e sinal efetivo para IRM.

2 - Procedimentos Experimentais

2.1 - Sintese e Caracterizacdo Optica dos PQs

Os PQs de CdTe foram sintetizados segundo procedimentos estabelecidos por nés
(TENORIO et al., 2015) em duas etapas simultaneas, com pequenas modificacdes. Na primeira
foi preparada uma solugdo de Cd?*/AMS a partir do precursor CdClz (0,2 mmol) e do
estabilizante/funcionalizante acido mercaptosuccinico (AMS, 0,6 mmol), em pH ~10,5 ajustado
com NaOH (2 M). J& na segunda etapa, foi promovida a redugéo do teltrio metalico (0,1 mmol),

para Te?, utilizando NaBH4, em pH basico e atmosfera inerte de Na. Por fim, a solugio
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contendo Te? foi adicionada na solucdo Cd**/AMS, permanecendo sob agitacdo e aquecimento
(90 — 100 °C) por 5 horas, obtendo-se, dessa maneira, PQs de Cd:Te:AMS na propor¢éao 2:1:6.

Os PQs foram caracterizados de forma 6ptica por meio de espectroscopias de absor¢do
e emissdo utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis 1800 (Shimadzu) e o espectrofluorimetro
LS55 (PerkinElmer). A partir dos espectros de absorcéo foi possivel estimar o tamanho e a

concentracdo dos PQs (DAGTEPE et al., 2007; YU et al., 2003).

2.2 - Preparacao dos Quelatos de DOTA-Gd(III)

Os quelatos de DOTA-Gd(III) foram preparados a partir de uma solucdo do ligante
DOTA[(1,4,7,10-Tetraazacyclododecane-1,4,7,10-tetrayl)tetraacetic acid] e de uma solucéo de
GdCls, ambas a 10 mM, conservando a proporg¢éo de 10% a mais de ligante em relacdo a Gd(l11).
Para tanto, ajustou-se o pH da solu¢do de DOTA (1 mL) para ~5,5 com NaOH (2 M), com
posterior ativacdo dos seus grupos carboxilicos com o uso de agentes de acoplamento em po
N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC — 1,9 mg) e N-hidroxisulfosuccinimida
(sulfo-NHS - 2,1 mg) (HERMANSON, 2013). Logo ap06s, a solucdo de Gd(Ill) (0,9 mL) foi
inserida na solucdo do ligante ativado DOTA-NHS, sendo mantida sob agitacdo constante por
24 h, para a coordenacdo dos Gd(l11) ao ligante, obtendo-se o complexo DOTA-NHS-Gd(I1)
(~ 4,7 mM). Além disso, o pH do complexo foi ajustado com NaOH (2 M) apds a preparacao,
visto que € importante manté-lo na faixa de ~5,5 pois a medida que ha a complexacéo, ha a
formacéo de HCI, reduzindo o pH.

Além disso, para mensurar a eficiéncia da formacéo dos quelatos de DOTA-Gd(II) foi
aplicado o teste do alaranjado de xilenol (BARGE et al., 2006). Para tanto, primeiramente foi
preparada uma solucdo de tampdo acetato, partindo de 717 pL de acido acético (17,4 M),
completando o volume final da solucdo para 250 mL de agua (em baldo volumétrico) e
ajustando o pH para ~5,8 com NaOH (2 M). Em seguida, pesou-se 0,6 mg do alaranjado de

xilenol, que foi diluido em uma aliquota da solucdo de tampé&o acetato (50 mL). A solucgéo final
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foi entdo utilizada nas andlises, através do espectrofotémetro UV-Vis 1800 (Shimadzu). Para as
avaliagdes, utilizou-se o préprio tampédo como referéncia. J& as amostras foram dispostas da
seguinte forma: controle (5 pL de &gua ultrapura e 1 mL da solucéo de xilenol) e teste (5 L do
quelato e 1 mL da solucdo de xilenol). Para estimar a porcentagem de incorporacao do Gd(ll1)
no ligante, partiu-se da analise das absorbancias nos comprimentos de onda 576 e 437 nm
presentes em cada espectro. Os picos observados foram caracteristicos da solugdo e em
comprimentos de onda semelhantes aos de Barge et al. (2006) (BARGE et al., 2006). Foi ent&o
calculada a razéo entre as absorbancias A576/A437 e, a partir de uma curva de calibrag&o, foi

determinado o percentual de Gd(I11) complexado.

2.3 - Preparacdo dos Nanossistemas

Os sistemas bimodais foram preparados segundo Pereira et al. (PEREIRA et al., 2019b),
sendo ofertado o quelato DOTA-NHS-Gd(I1l) na proporcdo ca. 1:30 (PQs:quelatos). Na
preparacdo do nanossistema bimodal, primeiramente ajustou-se o pH dos PQs para ~5,5 com
AMS (4,9%, m/v), sendo logo ap6s ultrafiltrados a 1.119 xg (Eppendorf - MiniSpin), com filtros
de 10 kDa por 3 min, a fim de remover os agentes estabilizantes e precursores da sintese
excedentes. Em seguida, promoveu-se a ativacdo dos grupos carboxilicos de 1 mL dos PQs
pelos agentes de acoplamento EDC (10 mM) e sulfo-NHS (10 mM). Os volumes das aliquotas
dos agentes de acoplamento a serem adicionados foram definidos a partir do nimero de mols
dos PQs multiplicado por 30. Nesse caso, levou-se em consideracdo o volume necessario de

cada componente para ativar 30 grupos carboxilicos, de acordo com a Equacéo 1:

__ npx30
oM

%4 Eq. 1
onde npo é 0 numero de mol dos PQs e M é a concentragdo molar da solugcdo-mae de cada
componente.

Para promover a conjugacdo covalente entre os PQs e os quelatos de Gd(lll), foi

utilizada a etilenodiamina (100 mM, ofertada com um excesso de 10x em relagdo aos outros



45

componentes mencionados acima) para intermediar a interacdo, j& que ambos componentes,
PQs e DOTA-NHS-Gd(III), possuem grupos carboxilados (FUTAMI et al., 2001,
HERMANSON, 2008; VUKOVIC et al., 2010). Os volumes de etilenodiamina bem como da
solucdo de DOTA-NHS-Gd(II) também foram adicionados de acordo com a Eq. 1. Dessa
forma, apds a incorporacgdo da etilenodiamina, a suspensdo foi novamente ultrafiltrada (1.119
xg por 3 min) para retirar o excesso dessa molécula. Entdo, a aliquota de quelato foi adicionada
e 0 nanossistema bimodal foi ultrafiltrado por mais um ciclo, nas mesmas condicdes das fases
anteriores, para retirar os ACs nao ligados aos PQs, apds incubar a 4 °C por pelo menos 7 dias.

Ap0s caracterizar fisico-quimicamente, este sistema bimodal foi conjugado a Tf
(holotransferrina — Sigma-Aldrich), formando o sistema multimodal PQs-DOTA-Gd(I1I)-Tf.
Para tanto, foram testadas duas abordagens: sem e com a adicdo complementar de agentes de
acoplamento. Para essa ultima, foram adicionados EDC (0,4 mg em p0) e sulfo-NHS (0,6 mg
em po6) aos bimodais PQs-DOTA-Gd(IIl) (1 mL) para ativar os grupos carboxilicos

remanescentes na superficie dos PQs, e em seguida, adicionou-se 48 pL de Tf (1 mg/mL).

2.4 - Caracterizagdo Optica e Relaxométrica dos Nanossistemas

Para avaliar como potencial das nanossondas como ACs para IRM, realizou-se
caracterizagcdes no relaxdmetro Bruker Minispec mg60 (60 MHz, 1,4 T a 37 °C), usando
sequéncias de pulso de inversao e recuperacdo (inversion-recovery), apos 7 dias da preparacéo.
Os volumes finais dos nanossistemas bimodal e multimodal foram conservados
aproximadamente iguais para permitir a comparacdo. Como sabe-se que esses ACs bimodais
nanoparticulados séo atuantes em T (PEREIRA et al., 2019b), esse tempo de relaxacéo foi
determinado para os nanossistemas e a relaxividade longitudinal (r1), por PQ e por ion Gd(l1l)

foi calculada, segundo a Equacéo 2:

_ Rtljbs_ Rtliia

r = - Eq. 2
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onde, C é a concentracdo por PQ ou por jon Gd(l1l), R%S representa a taxa de relaxagio
longitudinal (1/T1) dos prétons de *H da agua observada na presenca de ions Gd(lll). J& R%¢
(ca. 0,28 s*) é a contribuicdo diamagnética, sem a presenca do ion magnético (PEREIRA et al.,
2019b). O tempo de relaxacdo T: dos quelatos de Gd(lIl) na forma molecular também foi
avaliado, estando r1 (ca. 4 mM™.s?) de acordo com a literatura para o campo e temperatura
aplicados [7, 25-27]. Além da avaliacdo das propriedades relaxométricas, caracterizou-se 0s
nanossistemas de forma Optica de acordo com os procedimentos descritos na secdo 2.1. A
concentracdo de ions Gd(I11) foi também determinada por meio da espectroscopia de emissao
atdmica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES — Inductively Coupled Plasma Optical
Emission Spectrometry). Para a determinagao de r; foram utilizadas analises de pelo menos uma

duplicata.

2.5 - Avaliacéo da Conjugacao

Ap0s a preparacdo, os multimodais permaneceram a 4 °C por no minimo 7 dias, antes
de darmos prosseguimento com as analises de ensaio fluorescente em microplaca (EFM)
(CARVALHO et al., 2014a). Este método consiste na afinidade de biomoléculas com a
microplaca de poliestireno. Nesse caso, as proteinas apresentam afinidade pela placa de
poliestireno, mas exibem baixo sinal fluorescente nas condi¢des utilizadas. Os PQs, ao
contrario, ndo possuem afinidade pela microplaca e, por isso, ndo ficam aderidos, ndo sendo
observado sinal fluorescente significativo na andlise. Portanto, s6 quando ha conjugacdo dos
PQs conjugados a biomoléculas é que estes ficam ligados a microplaca e havera sinal
fluorescente significativo, sendo proporcional a eficiéncia de conjugacdo. Para haver uma
conjugacao efetiva, de acordo com Carvalho et al., o sinal da fluorescéncia relativa (FR),
calculado pela Equacgéo 3, observado para o conjugado tera que ser maior que 100% em relagéo

a média dos controles (s6 proteinas e s6 PQs). Quanto maior o FR, melhor é a conjugacao.
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(FL Bioconjugado — FL Controles)

FR (%) = x 100% Eq. 3

FL Controles

Para as analises, foram utilizados como controles apenas PQs e apenas Tf (ambos
diluidos na mesma condi¢do do nanossistema multimodal. Todas as amostras (50 pL) foram
inseridas em uma microplaca de poliestireno de 96 pogos (Optiplate F HB — PerkinElmer) e
incubadas por 2 h a 37 °C. Logo apds, lavou-se 0s pocos 3 vezes com o tampdo fosfato salino
(PBS 1x) e, finalmente, avaliou-se a FR das amostras por meio do leitor de microplaca
WALLAC 1420 PerkinElmer, utilizando os filtros BP 405/5 nm para a excitacdo e BP 595/15
nm para a captagdo da emissdo. Foram realizados pelo menos 3 ensaios em triplicata. Os

resultados foram expressos como média + desvio padrao.

2.6 - Interacdo do Nanossistema Multimodal com Células de Cancer

2.6.1 - Cultura Celular

Utilizou-se as células HeLa (American Type Culture Collection — ATCC) como modelo
mais estudado de célula de céncer, cultivando-as em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium — Sigma-Aldrich) suplementado com 100 mg/mL de estreptomicina e 100 unidades/mL
de penicilina, além de 10% de soro fetal bovino (FBS — Gibco). As células foram cultivadas em
uma incubadora sob atmosfera imida com 5% de CO2 a 37 °C. Logo apos atingirem uma
confluéncia ideal (80 — 90%), as células passaram por um processo de tripsinizacdo (tripsina
0,25% — Gibco), sendo posteriormente contadas em uma camara de Neubauer e plagueadas em
placas de cultura de 6 pogos (Corning Inc.), com 200.000 células/pogo para a citometria de
fluxo ou 50.000 celulas/pogo para a analise por microscopia de fluorescéncia — em placa de
cultura de 6 pogos (Greiner Bio-One — REF. 657160) ou 4 pocos (Greiner Bio-One — REF.
3516), respectivamente. Ap6s a etapa de plaqueamento, as células foram mantidas na
incubadora por 24 h, nas mesmas condi¢des acima citadas, para aderirem a placa e seguiram

para as analises.
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2.6.2 - Anélise por Técnicas Fluorescentes

Apos a etapa de adesdo, as células foram lavadas com PBS, avaliando-as nas seguintes
condicBes: (i) células controle e (ii) células incubadas com o nanossistema multimodal
(PBS:sistema, 1:1 v/v), por 60 min. Antes de ser incubado com as células, o nanossistema
multimodal teve seus grupos carboxilicos bloqueados com TRIS base (0,1 mM), na propor¢éo
1:20 (TRIS:multimodal, v:v), a fim de bloquear grupos carboxilicos ativados e livres e evitar
uma interacdo inespecifica com as células. Além disso, para confirmar a especificidade do
multimodal, realizou-se também ensaios de saturacdo. Para tanto, foi previamente ofertado
excesso de Tfa 5 mg/mL (Tf:PBS, 1:1 v/v) as células, por 60 min.

Nas andlises por microscopia, as celulas também foram incubadas com o marcador
fluorescente Hoechst (0,6 pg/mL — Sigma-Aldrich) por 5 min, que foram lavadas por mais duas
vezes com PBS antes de serem analisadas pelo microscépio confocal multiespectral (Fluoview
— Olympus). Para observar a fluorescéncia do multimodal, a emiss&o foi coletada de 550 a 650
nm, com excitacdo em 473 nm. Ja para o marcador Hoechst, a emissao foi coletada de 490 a
510 nm, com excitacdo em 473 nm.

A interagdo também foi analisada por citometria de fluxo (BD Accuri™ C6 — Becton
Dickinson). Dessa maneira, as células foram desprendidas da placa de 6 pocos com a adicdo de
tripsina-EDTA, seguida de inativacdo com meio de cultura apropriado (DMEM). Entdo, as
suspensdes celulares foram lavadas 3 vezes, por centrifugacdo em PBS a 400 xg por 2 min
(MiniSpin — Eppendorf). Na analise foram adquiridos 20.000 eventos, sob excitacdo de 488 nm.
Foi utilizado o filtro FL4 (675/25 nm) para detectar a emisséo. Os dados foram analisados no
software BD Accuri. Foram realizados pelo menos trés ensaios independentes. Os resultados

foram expressos como média + desvio padrao.

3 - Resultados e Discussao

3.1 - Caracterizagdes Opticas
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Os PQs exibiram um espectro de absor¢éo caracteristico, com um primeiro maximo no
comprimento de onda de 580 nm, como pode ser constatado na Figura 1A. Da mesma forma,
0s espectros de absorcéo de ambos 0s nanossistemas (bimodal e multimodal) ndo apresentaram
mudangas significativas (dados ndo apresentados). De acordo com o espectro de absorcéo, o
diametro dos PQs foi estimado em aproximadamente 3,4 nm, com uma concentracdo de ca. 6,4
uM (YU et al., 2003).

A partir dos espectros de emissdo, os PQs apresentaram um méaximo de emissdo em
torno de 620 nm, na regido espectral do laranja, além de uma largura a meia altura (FWHM) de
aproximadamente 57 nm, como apresentado na Figura 1B. Em relagdo aos nanossistemas, eles
permaneceram fluorescentes, sendo observado um deslocamento para a esquerda no bimodal,
por outro lado, foi observado um deslocamento sutil para a direita no multimodal, indicando
que ocorreu modificacdes na superficie dos PQs em ambas as situacfes, assim como ja
observado por n6s com outros nanossistemas (CABRAL FILHO et al., 2016a; MONTEIRO et
al., 2020; PEREIRA et al., 2019b). Quanto ao FWHM, os dois nanossistemas apresentaram

valores da mesma ordem que o dos PQs.
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Figura 1 — Caracterizacéo Optica dos PQs e dos nanossistemas bimodal e multimodal. Em A: espectros de emissdo
(linha tracejada) e absorcdo (linha continua) dos PQs. Ja em B: espectros de emissdo dos PQs (linha preta), do

nanossistema bimodal (linha vermelha) e do multimodal (linha azul).
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3.2 — Avaliacéo da Conjugacao por EFM

Partindo da Eq. 3, foi obtido um FR de 1.130 * 54%, conforme apresentado na Tabela
1, quando excesso de EDC e sulfo-NHS foi adicionado. Dessa forma, como j& definido por
Carvalho et al. (2014), pode-se confirmar que ocorreu uma eficiente conjugagdo entre o
nanossistema bimodal e a Tf, pois foi detectado um valor de FR consideravelmente maior que
100% (CARVALHO et al., 2014a). Sem adicédo de agentes de acoplamento néo foi observada
uma conjugacao satisfatéria. Por esse motivo, as analises subsequentes prosseguiram com 0
sistema elaborado com excesso dos agentes de acoplamento. Utilizando uma concentracao final
de Tf (88 pg/mL) maior do que o presente trabalho, Cabral Filho et al. (2018) obtiveram um
FR de ca. 1.200% ao conjugar um nanossistema bimodal constituido por PQs e nanoparticulas

magnéticas a Tf, sendo observado, portanto FRs semelhantes.

Tabela 1 — Média da fluorescéncia relativa (FR), desvio padrdo e sinais fluorescentes dos controles e do

multimodal.
Amostras Controles (PQs + Tf) Multimodal
Sinal Fluorescente médio (u.a.) 2258+ 8 2.551 + 122
Fluorescéncia Relativa média (FR, %) - 1.130 + 54

3.3 - Anélises de Eficiéncia de Complexacdo e Relaxometria

A partir da avaliagdo das razdes entre os picos A576/A437 do alaranjado de xilenol a
quantidade de Gd(III) ndo complexado ao ligante foi de 0,48 uM, cuja fragdo ¢ equivalente a
~5% do total esperado na aliquota da solucdo analisada pelo espectrofotémetro (9,4 uM).
Portanto, houve ~95% de complexacgdo dos ions Gd(l11) pelo ligante DOTA-NHS, sendo um
percentual semelhante ao obtido por Pereira et al. (2019) (PEREIRA et al., 2019b).

Foram obtidos T1 médios (considerando 10% de erro) de 777 e 800 ms, respectivamente

na presenca dos nanossistemas bimodal e multimodal (a 60 MHz e 37 °C), indicando que ambos
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os sistemas levaram a reducéo do T1 da dgua (~3600 ms, a 60 MHz e 37 °C). A partir dos tempos
de relaxacdo e concentracdes de Gd(l11) (obtida por ICP — ca. 140 e 120 uM para os sistemas
bimodal e multimodal, respectivamente) e de PQs (obtida por meio da espectroscopia de
absorcéo apos as lavagens — ca. 5 uM), foram calculadas as relaxividades r1 de ambos 0s
sistemas utilizando a Eq. 2, sendo de ca. 7,2 mM?ts?t e 8 mMList por Gd(lll) para os
nanossistemas bimodal e multimodal, respectivamente, e ca. 200 mM.s™ por PQ para ambos
nanossistemas. Quando comparadas a rido quelato na forma molecular (4 mM?s?)
(HERMANSON, 2008; PEREIRA et al., 2019b; POWELL et al., 1996), pode-se constatar um
aumento de ca. 2x [por Gd(l11)] e 50x por PQ na relaxividade para o nanossistema multimodal
aqui desenvolvido.

Os resultados aqui obtidos para os tempos de relaxagdo T1 sdo da mesma ordem de
grandeza dos reportados por Pereira et al. (2019), cujo valor encontrado para a nanossonda
bimodal, preparada por uma metodologia semelhante, foi de ca. 720 ms (a 60 MHz e 37 °C). A
relaxividade do nanossistema bimodal aqui obtida, embora ainda maior que a do quelato
molecular, foi, no entanto, aproximadamente metade da reportada por Pereira et al. (2019). O
rendimento de conjugacdo dos quelatos paramagnéticos aos PQs foi semelhante em ambos os
estudos (~75%). A diferenca é que no presente estudo foi utilizada uma suspensdo mais
concentrada de PQs, e consequentemente de Gd(Ill) também, mas ndo houve alteracéo
proporcional para Ti. Assim, acredita-se que mais estudos sdo necessarios para verificar a
influéncia da concentragdo de PQs na relaxividade.

O processo de relaxacdo paramagnética dos ACs é baseado nas contribuicdes da esfera
externa, associada a difusdo das moléculas de agua nas proximidades do ion paramagnético
central e da esfera interna, relacionada ao nimero de moléculas de dgua coordenadas ao ion
central. A maior relaxividade que vém sendo reportada para ACs nanoparticulados baseados

em quelatos de Gd(111) vem sendo associada ao aumento do tempo de rotacdo dos complexos



52

paramagnéticos, que ocorre devido a reducdo da mobilidade desses quelatos paramagnéticos
quando ligados a nanoparticulas que sdo pelo menos uma ordem de magnitude maior
(FERREIRA et al., 2012; PEREIRA et al., 2019b). Assim, vale ressaltar que os tempos de
relaxacdo T: e relaxividades ri semelhantes obtidos para os nanossistemas bimodal e
multimodal indicam que a conjugacdo com a Tf ndo impactou nem na difusdo das moléculas
ao redor do centro paramagnético e nem no tempo de rotacdo do sistema, favorecendo uma
manutencdo de uma relaxividade maior que a do quelato molecular para a nanossonda
multimodal.

Hé& ainda poucos trabalhos envolvendo PQs, quelatos de Gd(lll) e moléculas sitio-
especificas na literatura (ZHAO et al., 2017), e até onde sabemos ndo ha nanossistemas desse
tipo com Tf. Cai et al. (2016), no entanto, sintetizaram um sistema multimodal Optico-
magnético utilizando o fluor6foro orgénico Cy5,5, quelatos de DTPA-Gd(II)
(diethylenetriaminepentaacetic acid-gadolinium) e Tf. Ao serem avaliados pela relaxometria, o
sistema exibiu um ry de ca. 4,2 mM?.s?, sendo da mesma ordem do observado para o quelato
comercial, avaliado no entanto a 298 MHz (CAl et al., 2016). Zhao et al. (2017) produziram
um sistema baseado em nanoparticulas de Tf contendo Gd(l11), sintetizadas pelos processos de
biomineralizagdo e precipitacdo, obtendo uma r1 de 17 mM™.s* (também em um maior campo
de 128 MHz) ca. 4x superior a observada para 0 Magnevist® (~4 mM=.s, agente baseado no
ligante). No entanto, esse nanossistema nao foi preparado para exibir fluorescéncia (ZHAO et
al., 2017). Assim, o nanossistema obtido no presente trabalho além de exibir sinal 6ptico,
apresentou propriedades relaxométricas interessantes em campo clinico e potencial para ser

utilizado em estudos bioldgicos via interagdo com RTfs envolvendo IRM.

3.4 - Marcac6es das Células de Cancer pelo Nanossistema Multimodal
Apdbs os nanossistemas multimodais terem sido incubados com as células HelLa por 60

min, a marcacdo foi analisada quantitativamente através da citometria de fluxo, sendo
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constatada uma marcacdo média de ca. 88% + 4% (Figura 2B). Vale ressaltar que as
concentragdes utilizadas foram semelhantes as aplicadas em um estudo anterior realizado com
nanossistemas bimodais preparados pela mesma metodologia, para as quais ndo foi constatada
citotoxicidade consideravel, também utilizando células HeLa (PEREIRA et al., 2019).

A porcentagem de marcacgdo do presente estudo foi compardvel com a obtida por Cabral
Filho et al. (2016), cuja marcacdo foi de ca. 94% utilizando a mesma linhagem celular, mas
com conjugados de PQs-Tf sem quelatos de DOTA-Gd(I11) (CABRAL FILHO et al., 2016).
Ap0s saturacdo prévia com excesso de Tf, a marcacdo média pelos multimodais decaiu para ca.
39% + 5% (Figura 2C), sugerindo especificidade para internalizacdo dos nanossistemas
multimodais via RTfs. Esse é um resultado promissor, considerando também que as células de
cancer sao capazes de internalizar uma parcela de nanoparticulas de forma inespecifica devido
ao seu metabolismo acelerado (CABRAL FILHO et al., 2016). Vale, no entanto, realizar mais
estudos aumentando a concentracdo de TRIS para aumentar o bloqueio de grupos carboxilicos

ativados na superficie dos PQs e/ou aumentar o tempo de incubacdo com a Tf no ensaio de

saturacao.
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Figura 2 — Histogramas representativos da analise por citometria de fluxo das células HeLa. Em A: controle,
apenas as células; em B: células incubadas com nanossistemas multimodais; em C: células incubadas com

nanossistemas multimodais apds o ensaio de saturacdo dos RTfs com excesso de Tf.

Através da microscopia de fluorescéncia, pode-se observar uma marcacao intracelular

em vesiculas nas células HeLa pelos nanossistemas multimodais (Figura 3). O mesmo padrao
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foi observado por Cabral Filho et al. (2016), quando incubaram conjugados de PQs-Tf com

células da mesma linhagem (CABRAL FILHO et al., 2016).

20 um

Figura 3 — Imagem de microscopia de fluorescéncia confocal das células HeLa ap6s serem incubadas com os
nanossistemas multimodais (fluorescendo em vermelho). Os nucleos das células foram marcados em azul pelo

corante Hoechst. Barra de escala: 20 pm.

4 — Concluséao

Foram desenvolvidos nanossistemas multimodais baseados em PQs de CdTe, quelatos
DOTA-Gd(III) e Tf que exibiram estabilidade coloidal e intensa fluorescéncia. Ademais, 0s
nanossistemas multimodais apresentaram valores de r1 promissores e superiores ao observado
para o quelato molecular. O EFM mostrou que o processo de conjugacdo com a Tf foi eficiente.
O nanossistema multimodal marcou efetivamente as células HeLa, indicando especificidade
pelos RTfs. Além disso, foi constatada uma marcacdo com um padrdo vesicular intracelular
pelos nanossistemas multimodais. Portanto, os ACs multimodais nanoparticulados
desenvolvidos no presente estudo mostraram-se potenciais ferramentas para interacao bioldgica
com os RTfs, a fim de elucidar processos biolodgicos associados ao cancer por técnicas baseadas

em fluorescéncia e IRM.
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5 CONCLUSOES

e Foram preparados quelatos de DOTA-Gd(ll) com alto rendimento de

complexacdo do ion paramagnético pelo ligante (ca. 95%).

e As caracterizagfes relaxométricas indicaram que os quelatos DOTA-Gd(lI) foram

satisfatoriamente conjugados na superficie dos PQs.

e O EFM indicou que houve uma conjugacéo efetiva do nanossistema bimodal com
aTf.

e O nanossistema multimodal exibiu um T1 cerca de 4,5x menor que o da 4gua e r1
cerca de 2x e 50x maior que a do quelato molecular por Gd(lll) e PQ,
respectivamente (a 37 °C e 60 MHz), apresentando, portanto, um sinal magnético

interessante para aplicacoes.

¢ O nanossistema multimodal também apresentou intensa fluorescéncia, exibindo

propriedades 6pticas promissoras para aplicacoes.

e As células HeLa captaram os nanossistemas multimodais baseados em Tf de

forma significativa, indicando especificidade pelos RTfs.

e Dessa maneira, o0 nanossistema multimodal éptico-magnético desenvolvido nesse
trabalho, baseado em PQs, quelatos de DOTA-Gd(III) e Tf, possui um potencial
interessante para aplicacbes associadas a biologia do céncer, envolvendo
imagens ponderadas em Ti por IRM e ensaios fluorescentes. E relevante, no
entanto, realizar reproducbes de preparacgéo, caracterizacdo e aplicacbes dos
nanossistemas, envolvendo também outras linhagens celulares, bem como avaliar

as caracteristicas relaxométricas da nanossonda apos interagdo com células.
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